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У дисертації наведене теоретичне узагальнення і розв’язання 
наукової задачі, що полягає у з’ясуванні механізмів метаболічних і 
біомеханічних порушень у кістках щурів за умов поєднаного 
надлишкового надходження нітрату та фториду натрію та дослідженні 
ефективності їхньої корекції з використанням інгібіторів 
транскрипційних факторів AP-1 та NF-kB, а також ентеросорбентів.
Експерименти виконані на 118 білих щурах-самцях лінії Вістар 
масою 190-234 г. Використовували експериментальні, біохімічні, 
остеометричні, біофізичні та математико-статистичні методи 
дослідження.
30-денне поєднане введення фториду натрію (у щоденній дозі 10 
мг/кг) та нітрату натрію (у щоденній дозі 500 мг/кг), на відміну від 
окремого застосування цих сполук, порушує механізм авторегуляції 
рівня моноксиду нітрогену в стегнових кістках щурів, збільшуючи 
активність загальної NO-синтази (на 51,3%, P<0,05) та її індуцибельної 
ізоформи (на 80,0%, P<0,01) на тлі зниження загальної аргіназної 
активності (на 53,6%, P<0,001) з подальшим підвищенням у тканинах 
концентрації пероксинітритів лужних та лужно-земельних металів (на 
24,4%, P<0,001), що свідчить про розвиток нітрозативного стресу. Це
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супроводжується високим кістковим обміном з підвищеною резорбцією, 
яка не компенсується реакцією формування кістки, збільшенням вмісту 
продуктів деполімеризації колагену, протеогліканів і сіалоглікопротеїнів 
(вільного оксипроліну, гексуронових кислот та К-ацетилнейрамінової 
кислоти) у стегнових кістках (на 13,7%, Р<0,01, 51%, Р<0,01, та 69,5%, 
Р<0,001, відповідно) та хребцях (на 18%, Р<0,01, 47%, Р<0,02, та 70%, 
Р<0,01, відповідно), що перевищує такий при поодинокому введенні 
солей фторної та нітратної кислот.
За цих умов істотно змінюються остеометричні та біомеханічні 
характеристики кісток: зменшується маса, щільність та мінеральна 
насиченість стегнових кісток (на 11,7%, Р<0,001, 19,6%, Р<0,01, та 
23,5%, Р<0,02, відповідно) і хребців (на 13%, Р<0,01, 13,3%, Р<0,01, та 
17,4%, Р<0,05, відповідно), знижується міцність і пружність стегнових 
кісток (при лінійному розриві та при випробовуванні на згин).
Інгібітори транскрипційних чинників АР-1 та № -кВ (SR 11302, 
амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна форма кверцетину) 
відновлюють за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію 
механізм авторегуляції рівня N 0 в стегнових кістках щурів, зменшуючи 
загальну активність К0-синтази (на 64%, Р<0,001, 74%, Р<0,001, та 80%, 
Р<0,001, відповідно) та активність її індуцибельної ізоформи (на 75%, 
Р<0,001, 86%, Р<0,001, та 89%, Р<0,001, відповідно) при реципрокному 
збільшенні загальної аргіназної активності (на 88%, Р<0,001, 95%, 
Р<0,001, та вдвічі, Р<0,001, відповідно), та обмежуючи утворення 
пероксинітриту. Це супроводжується зменшенням активності 
ферментів-маркерів резорбції кістки (кислої фосфатази та її кісткової 
ізоформи) та обмеженням деполімеризації колагену, протеогліканів та 
сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і 
хребців.
4
Інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB за умов 
поєднаного введення фториду та нітрату натрію нормалізують масу 
стегнових кісток і хребців, при цьому SR 11302 і амонію 
піролідиндитіокарбамат збільшують щільність, мінеральну насиченість, 
міцність і пружність стегнових кісток, а також щільність, мінеральну 
насиченість і міцність хребців (зменшується остеометричний індекс 
Simon), а водорозчинна форма кверцетину (корвітин) підвищує 
щільність і міцність стегнових кісток (збільшується розривне 
навантаження, межа міцності) без істотного впливу на показники 
мінеральної насиченості та пружності.
Суспензія нанодисперсного кремнезему відновлює за умов 
поєднаного введення фториду та нітрату натрію функціонування 
фізіологічного механізму авторегуляції рівня NO в крові та стегнових 
кістках щурів. У гомогенаті кісток це призводить до зменшення 
загальної активності NO-синтаз (на 81,7%, P<0,001), активності її 
індуцибельної ізоформи (на 90,7%, P<0,001), збільшення загальної 
аргіназної активності (на 89,2%, P<0,001) та обмеження утворення 
пероксинітриту (на 9,9%, P<0,01), що супроводжується обмеженням 
деполімеризації колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів 
сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і хребців.
Застосування суспензії нанодисперсного кремнезему суттєво не 
позначається за умов надлишкового надходження фториду та нітрату 
натрію на кількісних показниках структурної композиції стегнових 
кісток, але покращує їхні остеометричні (маса збільшується на 11,2%, 
P<0,001) та біомеханічні властивості при лінійному розриві (розривне 
навантаження підвищується на 22,1%, P<0,01; відносне подовження -  на 
7,9%, P<0,05) та при випробовуванні на згин (розривне навантаження 
збільшується на 26,5%, P<0,001, модуль Юнга -  90,4%, P<0,001, межа 
міцності -  на 27,7%, P<0,05).
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Призначення суспензії нанодисперсного кремнезему за умов 
надходження фториду та нітрату натрію підвищує щільність хребців (на 
12,6%, P<0,05) без істотного впливу на їхню мінеральну насиченість, а 
за результатами остеометричного дослідження -  збільшує масу та 
міцність (зменшується індекс Simon) 3-го поперекового хребця.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше виявлено, що 
поєднане надходження до організму ссавців фториду та нітрату натрію, 
на відміну від окремого їх впливу, порушує механізм авторегуляції рівня 
моноксиду нітрогену в стегнових кістках з подальшим розвитком 
нітрозативного стресу. Це супроводжується високим кістковим обміном 
з підвищеною резорбцією, яка не компенсується реакцією формування 
кістки, деполімеризацією колагенових і не колагенових білків кісткової 
тканини, змінами остеометричних і біомеханічних характеристик кісток 
(зменшується маса, щільність та мінеральна насиченість стегнових 
кісток і хребців, знижується міцність і пружність стегнових кісток при 
лінійному розриві та при випробовуванні на згин).
Вперше виявлено, що інгібітори транскрипційних чинників AP-1 
та NF-kB (SR 11302, амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна 
форма кверцетину) відновлюють за умов поєднаного введення фториду 
та нітрату натрію механізм авторегуляції рівня NO в стегнових кістках 
щурів, зменшують активність ферментів-маркерів резорбції кістки, 
обмежують деполімеризацію колагену, протеогліканів та 
сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і 
хребців, збільшують щільність та покращують біомеханічні властивості 
кісток.
Вперше виявлено, що суспензія нанодисперсного кремнезему 
відновлює за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію 
функціонування фізіологічного механізму авторегуляції рівня NO в 
крові та стегнових кістках щурів, обмежує деполімеризацію колагену,
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протеогліканів та сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини 
стегнових кісток і хребців, покращує остеометричні та біомеханічні 
характеристики кісток.
Практичне значення одержаних результатів. Авторкою 
з’ясовано закономірності розвитку метаболічних і біомеханічних 
порушень у кістках щурів за умов поєднаного надлишкового 
надходження нітрату та фториду натрію, поглиблено уявлення про 
молекулярні механізми дії цих сполук на організм ссавців, що має 
практичне значення для розробки ефективних остеопротективних 
засобів. Розроблено нові підходи до корекції остеопенії та остеопорозу 
за умов сумісної дії нітратів і фторидів з використанням інгібіторів 
транскрипційних факторів АР-1 та NF-кB, а також ентеросорбентів 
(суспензії нанодисперсного кремнезему), що потребує подальших 
доклінічних і клінічних досліджень.
Результати роботи впроваджено у навчальний процес на кафедрі 
патофізіології Української медичної стоматологічної академії; кафедрах 
патологічної фізіології Запорізького державного медичного 
університету, Національного фармацевтичного університету; 
Харківського національного медичного університету.
Ключові слова: окремий і поєднаний токсичний вплив нітратів і 
фторидів, губчасті та трубчасті кістки, авторегуляція моноксиду 
нітрогену, активні форми нітрогену, ремоделювання кісткової тканини, 
дезінтеграція органічного матриксу кісток, транскрипційні чинники 
каппа В та АР-1, ентеросорбенти.
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SUMMARY
Kovaleva I.O. Mechanisms of metabolic and biomechanical disorders 
in rats’ bones during combined excess nitrate and sodium fluoride intake and 
their correction. -  Qualification research work. Manuscript.
Dissertation for a Doctor of Philosophy Degree, Specialty “Medicine”. 
- Ukrainian Medical Stomatological Academy, Ministry of Health of Ukraine, 
Poltava, 2020; Ukrainian Medical Stomatological Academy, Ministry of 
Health of Ukraine, Poltava, 2020.
This dissertation presents a conceptual synthesis and solution of the 
scientific issue aimed at elucidating mechanisms of metabolic and 
biomechanical disorders in rats' bones during combined excess sodium nitrate 
and sodium fluoride intake and elaborating new methods for their correction 
by using inhibitors of transcription factors AP-1 and NF-kB, and 
enterosorbents.
Series of experiments were performed on 118 Wistar white male rats 
weighing 190-234 g. Experimental, biochemical, osteometric, biophysical and 
mathematical-statistical methods of investigation were applied in this 
research.
It has been found out for the first time that 30-day co-administration of 
sodium fluoride (in a daily dose of 10 mg / kg) and sodium nitrate (in a daily 
dose of 500 mg / kg), in contrast to the separate administration of these 
compounds impairs the mechanism of autoregulation of nitrogen monoxide in 
the femoral bones of the rats, while increasing the activity of total NO 
synthase (by 51.3%, P<0.05) and its inducible isoform (by 80.0%, P<0.01) 
during the decrease in total arginase activity (by 53.6%, P<0.001) with 
subsequent growth of peroxynitric concentration of alkali and alkaline earth 
metals (by 24.4%, P<0.001) that points out the nitrosatitistic stress 
progression. This is accompanied by high bone metabolism with increased
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resorption, which is not compensated by the bone formation reaction; by an 
increase in the content of collagen depolymerisation products, proteoglycans 
and sialoglycoproteins (free hydroxyproline, hexaronic acids and N- 
acetylneuramine acid) in the femoral bones (by 13.7%, P<0.01%, 51%, 
P<0.01, and 69.5%, P <0.001, respectively) and vertebrae (by 18%, P <0.01, 
47%, P<0.02, and 70% P<0.01, respectively). These values exceed the values 
obtained during the single administration of fluorine and nitric acid salts.
Under these conditions, the osteometric and biomechanical 
characteristics of the bones significantly change: the weight, density and 
mineral saturation of the femoral bones become reduced (by 11.7%, P <0.001, 
19.6%, P<0.01, and 23.5%, P<0.02, respectively) as well as the vertebrae do 
(by 13%, P<0.01, 13.3%, P<0.01, and 17.4%, P<0.05, respectively); the 
strength and elasticity of the femoral bones decreases (with linear rupture and 
during the bending test).
The study has demonstrated that under the sodium nitrate and sodium 
fluoride co-administration, the inhibitors of transcription factors AP-1 and 
NF-kB (SR 11302, ammonium pyrrolidindithiocarbamate and water soluble 
form of quercetin) renew the mechanism NO autoregulation in the femoral 
bones of rats, reducing the total activity of NO synthase (by 64%, P<0.001, 
74%, P<0.001, and 80%, P<0.001, respectively) and its inducible isoform (by 
75%, P<0.001, 86%, P<0.001, and 89%, P<0.001, respectively) against the 
reciprocal increase in total arginase activity (by 88%, P<0.001, 95%, 
P<0.001, and twice, P <0.001, respectively), and limiting the peroxynitrite 
production. This is accompanied by lessening the activity of bone resorption 
marker enzymes (acid phosphatase and its bone isoform) and the restriction of 
the depolymerization of collagen, proteoglycans and sialoglycoproteins of the 
connective tissue (bone) of the femoral bones and vertebrae.
It has been shown that the inhibitors of the transcription factors AP-1 
and NF-kB during sodium fluoride and sodium nitrate co-administration
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normalize the mass of femoral bones and vertebrae, while SR 11302 and 
ammonium pyrrolidindithiocarbamate increase the density, mineral 
saturation, strength and elasticity of the femoral bones, as well as density, 
mineral saturation and strength of the vertebrae (the Simon osteometric index 
decreases), and the water-soluble form of quercetin (corvitin) increases the 
density and strength of the femoral bones (the bursting load and the tensile 
strength grow) without any considerable effect on the values of mineral 
saturation and elasticity.
It has been found out for the first time that during the sodium fluoride 
and sodium nitrate co-administration the suspension of nanodispersed silica 
renew the functioning of the physiological mechanism of NO level 
autoregulation in the blood and femoral bones of rats. The analysis of bone 
homogenates has revealed that this leads to a decrease in the total activity of 
NO-synthase (by 81.7%, P<0.001), the activity of its inducible isoform (by 
90.7%, P<0.001), increase in total arginase activity (by 89.2%, P<0.001) and 
limitation of the peroxynitrite production (by 9.9%, P<0.01) that is 
accompanied by restriction of depolymerization of collagen, proteoglycans 
and sialoglycoproteins of connective (bone) tissue in the femur and vertebrae.
Applying a suspension of nanodispersed silica under excess sodium 
fluoride and sodium nitrate produces no significant effect on quantitative 
parameters of the structural composition of the femur bones, but improves 
their osteometric (mass increases by 11.2%, P<0.001) and biomechanical 
properties at linear rupture (breaking load increases by 22.1%, P<0.01; 
relative elongation -  by 7.9%, P<0.05) and in the bending test (breaking load 
increases by 26.5%, P<0.001, Young's modulus -  by 90.4%, P<0.001, 
ultimate strength -  by 27.7%, P<0.05).
Using the suspension of nanodispersed silica during the sodium 
fluoride and sodium nitrate increases the density of vertebrae (by 12.6%, 
P<0.05) without any significant effect on their mineral saturation, and,
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according to the findings of the osteometric investigation, promotes the 
growth of the mass and strength (the Simon index is decreased) of the 3rd 
lumbar vertebra.
Scientific relevance of obtained results. It has been found out for the
first time that combined intake of sodium fluoride and sodium nitrate, unlike 
the separate administration of these compounds impairs the mechanism of 
nitrogen monoxide autoregulation in the femoral bones followed with the 
development of nitrosative stress. This is accompanied by bone metabolism 
with increased resorption, which is not compensated through the reaction of 
bone formation, depolymerization of collagenous and non-collagenous 
proteins of bone tissue, changes in osteometric and biomechanical 
characteristics of bones (decrease in mass, density and mineral saturation of 
the femoral bones and vertebrae, lowered density and elasticity of femoral 
bones under linear rupture and bend test.
It has been first established that the inhibitors of the transcription 
factors AP-1 and NF-kB (SR 11302, ammonium pyrrolidindithiocarbamate 
and water-soluble form of quercetin) restore the mechanisms of NO 
autoregulation in femoral bones of the rats, reduces the activity of certain 
enzymes, which serve as bone resorption markers, restrict depolymerization 
of collagenes, proteoglycans and sialoglycoproteins of connective (bone) 
tissue in the femur and vertebrae, as well as enhance bone density and 
biomechanical properties.
This research is the first that has demonstrated the suspension of 
nanodispersed silica under co-administration of sodium fluoride and sodium 
nitrate restores functioning of the physiological mechanism of NO 
autoregulation in the blood and femoral bones in the rats, inhibits 
depolymerization of collagenes, proteoglycans and sialoglycoproteins of 
connective (bone tissues) in the femoral bones and vertebrae, and improves 
osteometric and biomechanical properties of the bones.
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Practical relevance of obtained results. This dissertation has clarified 
the regularities of the development of metabolic and biomechanical disorders 
in rats' bones during combined sodium fluoride and sodium nitrate intake, as 
well as has contributed to a stronger understanding of the molecular 
mechanisms of the action of these compounds on the body of mammals that is 
of considerable clinical importance for the development of effective 
osteoprotective medication. This research work has also suggested new 
approaches towards the correction of osteopenia and osteoporosis by 
combining nitrates and fluorides and the inhibitors of transcription factors of 
AP-1 and NF-kB, as well as enterosorbents (suspensions of nanodispersed 
silica), but they require further thorough preclinical and clinical studies.
The results obtained have been incorporated into the courses delivered 
by the Department of Pathophysiology, Ukrainian Medical Stomatological 
Academy; by the Departments of Pathological Physiology as Zaporizhzhia 
State Medical University, National Pharmaceutical University, and Kharkiv 
National Medical University.
Key words: separate and combined toxic effects of nitrates and 
fluorides, spongy and tubular bones, autoregulation of nitrogen monoxide, 
active forms of nitrogen, remodelling of bone tissue, disintegration of organic 
bone matrix, transcription factors kappa B and AP-1, enterosorbents.
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Актуальність теми. Нітрати та фториди є потенційно 
небезпечними хімічними сполуками, які можуть надходити у 
концентраціях, що значно перевищують гранично допустимі. Так, за 
даними Регіональної цільової програми розвитку водного господарства 
та екологічного оздоровлення басейну річки Дніпро в Полтавській 
області на період до 2021 року, саме з нітратним забрудненням 
пов’язана небезпечна ситуація щодо якості ґрунтових вод. У воді 
переважної частини шахтних колодязів і в багатьох свердловинах 
Полтавської області виявлено перевищення норм вмісту нітратів, 
нітритів та амонійного азоту в декілька разів [62].
Вміст фторид-іонів у підземних джерелах питного водопостачання 
в середньому в країні становить 2,5-5 мг/дм (у Полтавській області -  2,5­
8,8 мг/дм3) і більше (до 12 мг/дм3) [22, 39, 91]. При тривалому 
надходженні в організм людини сполуки фтору мають токсичну дію на 
серцево-судинну і центральну нервову систему, а також на роботу 
печінки, нирок, щитоподібної залози, викликають розвиток зубного і 
скелетного флюорозу [27, 41, 110, 289].
Проте саме ці речовини в найбільшій мірі викликають дискусію 
щодо характеру їхньої дії на кісткову тканину. З одного боку 
повідомляється, що нітрати, як донатори моноксиду нітрогену (N0), 
здатні підвищувати кісткову масу в експерименті на тваринах та у 
хворих на остеопороз [200, 325]. З іншого боку, надлишкове 
надходження нітрату натрію призводить до порушення метаболічних і 
біомеханічних властивостей кісток щурів, особливо за умов відтворення 
остеопорозу [84]. При цьому порушується їхній регенеративний 
потенціал [30]. Застосування органічних нітратів у клініці також не
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завжди підвищує мінеральну щільність кісток та зменшує випадки 
переломів [166].
Повідомляється також про здатність фторидів підвищувати об’єм, 
масу та щільність кісток, але їхні біомеханічні властивості можуть 
знижуватися [157, 173]. Застосування лікарських засобів, що містять 
фториди, іноді супроводжується збільшенням ризику переломів кісток 
[172].
Нещодавно було показано, що поєднана дія нітрату та фториду 
натрію призводить до дизрегуляторних змін активності ферментів 
окисного (NO-синтазного) та неокисного (аргіназного) шляхів 
метаболізму L-аргініну в крові та різних органах [16, 105]. Це 
супроводжується розвитком окисно-нітрозативного стресу та 
дезінтеграцією сполучної тканини [16], що пов’язують зі здатністю 
фторидів активувати синтазу моноксиду нітрогену (NOS) [275] та 
пригнічувати аргіназний шлях метаболізму L-аргініну, що конкурує з 
NOS [290].
Примітно, що дія активних форм нітрогену та фторид-іонів сприяє 
активації таких транскрипційних чинників, як активаційний протеїн-1 
(AP-1, від англ. Activator Protein 1) та нуклеарний фактор каппа B (NF- 
кВ, англ. Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), 
що контролюють біосинтез прозапальних і прооксидантних чинників, у 
тому числі індуцибельної ізоформи NOS (iNOS) [163, 18, 187, 255]. 
Доведеним є вплив активації AP-1 і NF-кВ на процес ремоделювання 
кісткової тканини [203], але наслідки цієї дії є суперечливими та 
важкопрогнозованими [37, 45, 103, 118], що потребує проведення 
подальших досліджень.
Нещодавно показана можливість засобів, що мають сорбційні 
властивості (яблучний пектин та пектиновмісні продукти) під час 
відтворення хронічної інтоксикації нітратом натрію обмежувати
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дезорганізацію кісткової тканини, збільшувати щільність та міцнісні 
властивості губчастих і трубчастих кісток [82]. Проте вплив сучасних 
ентеросорбентів (зокрема, на основі нанодисперсного кремнезему) на 
метаболізм і біомеханічні характеристики кісток за умов поєднаної дії 
токсичних чинників не досліджувався.
Таким чином, істотне погіршення екологічної ситуації, можливість 
одночасної дії на організм людини та тварин двох потужних груп 
хімічних полютантів (нітратів, фторидів), відсутність даних щодо 
механізмів розвитку метаболічних, структурних і біофізичних змін у 
кістках, пов’язаних із поєднаним впливом цих сполук на організм 
ссавців, обґрунтовує актуальність цього експериментального 
дослідження. Перспективною є також розробка нових технологій 
патогенетичної терапії структурно-функціональних порушень у кістках 
при дії чинників навколишнього середовища, у т.ч. з використанням 
модуляторів транскрипційних чинників АР-1 і КР-кВ, а також сучасних 
ентеросорбентів.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами.
Дисертація виконана як самостійний фрагмент планової наукової роботи 
Української медичної стоматологічної академії МОЗ України «Роль 
активних форм кисню, системи оксиду азоту та транскрипційних 
факторів у механізмах патологічного системогенезу» (№ держреєстрації 
№0114и004941). Здобувачка є співвиконавцем теми.
Мета дослідження: Метою цієї роботи було з’ясування
механізмів метаболічних і біомеханічних порушень у кістках щурів за 
умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію 
та дослідження ефективності їхньої корекції з використанням інгібіторів 
транскрипційних факторів АР-1 та КР-кВ, а також ентеросорбенту.
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Завдання дослідження:
1. Дослідити закономірності функціонування аргіназного та N0- 
синтазного шляхів метаболізму L-аргініну в крові та кістках щурів за 
умов окремої та поєднаної токсичної дії фториду та нітрату натрію.
2. Порівняти зміни біохімічних маркерів ремоделювання кісткової 
тканини та компонентів органічного матриксу трубчастих і губчастих 
кісток (стегнових кісток і хребців) за умов окремого та поєднаного 
впливу фториду та нітрату натрію.
3. Вивчити зміни остеометричних і біомеханічних показників 
кісток за умов окремого та поєднаного впливу фториду та нітрату 
натрію.
4. Дослідити дію інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та 
КБ-кВ на метаболічні та біомеханічні розлади кісток за умов поєднаного 
надмірного надходження фториду та нітрату натрію.
5. На підставі застосування ентеросорбентів з різним механізмом 
дії визначити найбільш ефективний засіб корекції поєднаної токсичної дії 
фторидів і нітратів за оцінкою аргіназного та N0-синтазного шляхів 
метаболізму L-аргініну.
6. З’ясувати дію ентеросорбенту-лідеру на метаболічні та 
біомеханічні розлади кісток за умов поєднаного надмірного 
надходження фториду та нітрату натрію.
Об’єкт дослідження: патогенез порушень ремоделювання 
кісткової тканини у організмі ссавців за умов токсичної дії екологічних 
забруднювачів.
Предмет дослідження: механізми метаболічних і біомеханічних 
порушень у кістках щурів за умов поєднаного надлишкового 
надходження нітрату та фториду натрію та розробка нових методів 
їхньої корекції з використанням інгібіторів редоксчутливих 
транскрипційних факторів та ентеросорбентів.
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Методи дослідження: поставлена мета досягнута шляхом
використання експериментальних, біохімічних, остеометричних, 
біофізичних і математико-статистичних методів.
Наукова новизна одержаних результатів. Вперше виявлено, що 
поєднане надходження до організму ссавців фториду та нітрату натрію, 
на відміну від окремого їх впливу, порушує механізм авторегуляції рівня 
моноксиду нітрогену в стегнових кістках з подальшим розвитком 
нітрозативного стресу. Це супроводжується високим кістковим обміном 
з підвищеною резорбцією, яка не компенсується реакцією формування 
кістки, деполімеризацією колагенових і не колагенових білків кісткової 
тканини, змінами остеометричних і біомеханічних характеристик кісток 
(зменшується маса, щільність та мінеральна насиченість стегнових 
кісток і хребців, знижується міцність і пружність стегнових кісток при 
лінійному розриві та при випробовуванні на згин).
Вперше виявлено, що інгібітори транскрипційних чинників АР-1 
та ОТ-кВ (SR 11302, амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна 
форма кверцетину) відновлюють за умов поєднаного введення фториду 
та нітрату натрію механізм авторегуляції рівня N 0 в стегнових кістках 
щурів, зменшують активність ферментів -маркерів резорбції кістки, 
обмежують деполімеризацію колагену, протеогліканів та 
сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і 
хребців, збільшують щільність та покращують біомеханічні властивості 
кісток.
Вперше виявлено, що суспензія нанодисперсного кремнезему 
відновлює за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію 
функціонування фізіологічного механізму авторегуляції рівня N0 в 
крові та стегнових кістках щурів, обмежує деполімеризацію колагену, 
протеогліканів та сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини
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стегнових кісток і хребців, покращує остеометричні та біомеханічні 
характеристики кісток.
Практичне значення одержаних результатів. Авторкою 
з’ясовано закономірності розвитку метаболічних і біомеханічних 
порушень у кістках щурів за умов поєднаного надлишкового 
надходження нітрату та фториду натрію, поглиблено уявлення про 
молекулярні механізми дії цих сполук на організм ссавців, що має 
практичне значення для розробки ефективних остеопротективних 
засобів. Розроблено нові підходи до корекції остеопенії та остеопорозу 
за умов сумісної дії нітратів і фторидів з використанням інгібіторів 
транскрипційних факторів АР-1 та NF-кB, а також ентеросорбентів 
(суспензії нанодисперсного кремнезему), що потребує подальших 
доклінічних і клінічних досліджень.
Результати роботи впроваджено у навчальний процес на кафедрі 
патофізіології Української медичної стоматологічної академії; кафедрах 
патологічної фізіології Запорізького державного медичного 
університету, Національного фармацевтичного університету; 
Харківського національного медичного університету.
Особистий внесок здобувача. Особистий внесок здобувачки 
полягає у виборі та постановці мети, формулюванні завдань 
дослідження, у визначенні актуальності роботи. Дисертанткою 
самостійно проведено аналіз даних сучасної літератури щодо механізмів 
патогенної дії нітратів і фторидів на процес ремоделювання кісток 
ссавців. Здобувачка брала участь у відтворенні експериментальних 
моделей, проведенні біохімічних, остеометричих і біофізичних 
досліджень, провела статистичну обробку одержаних цифрових 
результатів, їхній аналіз, сформулювала висновки дисертаційної роботи. 
Частину дослідів проведено разом із співавторами статей або тез 
доповідей (аспірантами О.Є. Акімовим, О.В. Богдановим, Д.О. Хмільом,
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докторанткою А.М. Єлінською), які досліджували інші органи та 
системи. У працях, опублікованих у співавторстві, здобувачці належать 
результати власних експериментальних досліджень, участь в аналізі та 
узагальненні отриманих даних.
Апробація результатів дослідження. Основні наукові положення 
і результати дисертації доповідалися та обговорювалися на
XIX міжнародній медико-біологічній конференції молодих дослідників 
«Фундаментальная наука и клиническая медицина -  Человек и его 
здоровье» (Санкт-Петербург, 23 квітня 2016 р.), VII Національному 
конгресі патофізіологів України з міжнародною участю «Патофізіологія 
і фармація: шляхи інтеграції» (Харків, 5-7 жовтня 2016 р.), X науково- 
практичній конференції «Актуальні питання патології за умов дії 
надзвичайних факторів» (Тернопіль, 5-6 жовтня 2017 р.),
V Національному з’їзді фармакологів України (Запоріжжя, 18-20 жовтня 
2017 р.), Науково-практичній конференції з міжнародною участю 
«Багаторівнева профілактика та діагностика в онкології», присвяченій 
95-річчю з дня заснування Харківської медичної академії 
післядипломної освіти (Харків, 1-2 лютого 2018 р.), XVII читаннях ім. 
В.В. Підвисоцького (Одеса, 24-25 травня 2018 р.), XI науково- 
практичній конференції «Актуальні питання патології за умов дії 
надзвичайних факторів» (Тернопіль, 4-5 жовтня 2018 р.), VII Пленумі 
Українського наукового товариства патофізіологів та науково - 
практичній конференції «Інтегративні механізми патологічних процесів: 
від експериментальних досліджень до клінічної практики», присвячені 
110-річчю з дня народження члена-кореспондента АМН СРСР, 
професора М.Н. Зайка (Полтава, 10-12 жовтня 2018 р.), Міжнародній 
науково-практичній конференції «Світова медицина: сучасні тенденції 
та фактори розвитку» (Львів, 25-26 січня 2019 р.), Міжнародній 
науково-практичній конференції «Актуальні питання розвитку медичних
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наук у XXI ст.» (Львів, 25-26 травня 2019 р.), ІІ науково-практичній 
інтернет-конференції з міжнародною участю «Механізми розвитку 
патологічних процесів і хвороб та їхня фармакологічна корекція» 
(Харків, 21 листопада 2019 р.).
Публікації. Результати дослідження опубліковано в 16 
друкованих працях, з яких 4 статті у фахових журналах України, що 
реферуються міжнародними наукометричними базами даних Index 
Copernicus International, Google Scholar, РІНЦ, 2 статті у фахових 
виданнях за кордоном (Польща, Казахстан), 10 тез доповідей у 
матеріалах конгресів і конференцій.
Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 201 
сторінці комп’ютерного набору, містить 32 таблиці та 15 рисунків. 
Складається з з анотації, вступу, огляду літератури, характеристики 
матеріалів і методів дослідження, 3-х розділів результатів власних 
досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, 
списку використаних джерел, який містить 325 джерел -  101 кирилицею 
та 224 латиницею, додатків.
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РОЗДІЛ 1
МЕХАНІЗМИ ПАТОГЕННОЇ ДІЇ НІТРАТІВ І ФТОРИДІВ 
НА ПРОЦЕС РЕМОДЕЛЮВАННЯ КІСТОК ССАВЦІВ 
(ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)
1.1. Механізми регуляторної та патогенної дії активних форм 
нітрогену на кісткову тканину
Нині відомо, що нітрати будь-якого походження (як ті, що 
надходять з продуктами харчування, питною водою, у складі лікарських 
засобів, вихлопними газами, так і ендогенні) відновлюються в організмі 
ссавців до нітритів, а ті у свою чергу -  до моноксиду нітрогену (N0) та 
інших активних форм нітрогену (АФН) [70, 147, 225, 226, 318]. Цей 
шлях вважається важливим регулятором низки фізіологічних і 
метаболічних процесів, особливо функції серцево-судинної та нервової 
систем, нирок, енергетичного метаболізму, вуглеводного та ліпідного 
обміну. В останні роки він розглядається як резервна система для 
утворення N 0 в ситуаціях, коли шлях L-аргінін / N0-синтаза є 
дисфункціональним, наприклад, при гіпоксії [147, 182, 226].
Біоактивація нітратів передбачає їхнє селективне накопичення в 
слинних залозах і активну секрецію в ротову порожнину з подальшим 
відновленням до більш активних нітрит-аніонів. Ця реакція переважно 
каталізується бактеріями ротової порожнини (після активної секреції 
нітрат-іонів в слині) та кишечнику [54, 175, 206]. Подальший метаболізм 
нітритів для утворення N0 та інших АФН відбувається системно в крові 
та тканинах і каталізується різними білками і ферментами, включаючи 
деоксигенований гемоглобін, міоглобін, нейроглобін,
ксантиноксидоредуктазу (X0R), альдегідоксидазу (А0), 
сульфітоксидазу ^ 0 ) ,  компоненти мітохондріального транспортного
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ланцюга електронів і NOS [272]. На додаток до цього, існує 
неферментативний шлях відновлення нітрит-іонів при ацидифікації в 
травному тракті через розпад азотистої кислоти внаслідок протонування 
N 0 2, а також за участю таких відновлювальних агентів, як поліфеноли, 
аскорбінова кислота, відновлений глутатіон і тіоціанати [227].
Відновлення нітратів і нітритів пов’язано не тільки з генерацією 
NO, так і з ініціацією через утворення N2O3 та <N02 реакцій 
нітрозилювання та нітрування біомолекул, наслідком чого є модифікація 
білків і ліпідів, утворення нітрованих жирних кислот (FA-NO2), 
нітрозильних комплексів заліза (Fe-NO), нітрозамінів (RN-N0) і S- 
нітрозотіолів (RSNO). Fe-NO комплекси та RSN0 вважаються «депо» 
моноксиду оксигену та здатні забезпечувати його ефекти на певній 
відстані від місця синтезу. Ці сполуки можуть забезпечувати сигнальні 
процеси, необхідні для модуляції активності мітохондрій, вазодилатації, 
стимуляції ангіогенезу, модуляції метаболізму глюкози, регуляції 
імунної відповіді та запалення [80, 111, 130, 162, 208, 217, 233]. З іншого 
боку, реакції нітрозилювання та нітрування можуть порушувати 
внутрішньо- та міжклітинну сигналізацію, призводячи до розвитку 
численних патологічних процесів [111]. Так, за участю АФН, що 
нітрозилюють інгібіторний білок ІкВ з подальшим його протеолітичним 
розщепленням, відбувається активація транскрипційного чинника NF-кВ 
[234].
Існування відновлення нітратів in vivo стало очевидним з 
результатів дослідження J.O. Lundberg і M. Govoni [224]. Автори 
виявили 4-разове зростання вмісту нітриту плазми у здорових 
добровольців після прийому нітратів, що, на думку науковців, було 
пов’язано з ентеро-саліварною циркуляцією останніх. Цікаво, що навіть 
якщо екзогенні неорганічні нітросполуки не надходять до організму, 
системний рівень нітритів все ж таки залишається досить високим за
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рахунок слини, що дослідники пояснюють в наступному теоретичному 
прикладі. Рівень нітриту в слинні натще зазвичай становлять близько 50­
250 мкМ. Цей нітрит походить від нітрату слини, який, в свою чергу, 
утворюється головним чином за рахунок окиснення NO, що генерується 
NOS. З 1-1,5 л слини, виробленої щодня, загальне навантаження 
нітритом становить 50-400 мкмоль. Середня концентрація нітриту на 
основі вимірювань, виконаних у крові та різних тканинах, є нижчою за 
0,5 мкМ, що дає загальний вміст нітритів <50 мкмоль у дорослого. 
Тобто, слина може бути основним постачальником нітритів у 
системному кровотоці.
До останнього часу під сумнів ставилася здатність власних 
ферментів ссавців відновлювати нітрат-іони. Проте дослідження 
E.A. Jansson et al. [189] спростовує це уявлення. Автори виявили значне 
зниження вмісту нітратів у гнотобіонтних мишей, які тривалий час 
отримували нітрати. При цьому нітратредуктазна активність значно 
послаблювалася інгібітором XOR алопуринолом. Введення нітратів у 
нормоксичних щурів також призводило до підвищених рівнів 
циркулюючого нітриту, які також були ослаблені алопуринолом. 
Аналогічні ефекти нітратів спостерігалися при дослідженні eNOS- 
дефіцитних мишей, що дозволяє уникнути активацію судинної NOS і 
бактерій як джерела нітриту.
Нині відомо, що крім XOR інші ферменти, що містять 
молібдоптерин, також можуть каталізувати відновлення нітритів до NO 
в крові і тканинах ссавців. До числа таких сполук належать AO, SO, та 
мітохондріальний амідоксим відновлювальний компонент (mARC) 
[280]. У мітохондріях відновлення нітрит-іонів здійснюють цитохром c, 
комплекс III та комплекс IV, а також мітохондрій-асоційований 
дезоксиміоглобін та убіхінол [152, 271, 280].
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Г емвмісні глобіни (гемоглобін, міоглобін, нейроглобін)
відновлюють нітрит-іони в результаті їхньої реакції з залізом активного 
центру в присутності протона. При цьому генерується NO та 
утворюється окиснений гем. Ферменти, що містять молібден (XOR, AO, 
SO) відновлюють нітрити на молібденовому сайті, особливо за умов 
гіпоксії, коли відновлення молібденового кофактора є максимальним. 
Цитохром c, як і нейроглобін, існує як гексакоординований гемовий 
білок. Цитохром с і нейроглобін ефективно відновлюють нітрити, коли 
зв'язок між залізом і дистальним гістидином змінюється так, що гем стає 
пентакоординованим [272].
Нормальний рівень нітратів у плазмі крові людини знаходяться в 
діапазоні від 20 до 40 мкМ, тоді як рівні нітритів істотно нижче 50-300 
нМ [226]. Примітно, що внесок екзогенних неорганічних нітросполук у 
системний рівень нітратів є значно більшим, ніж тих, що утворюються в 
організмі внаслідок окиснення NO та нітрит-іонів. Наприклад, тарілка 
салату або шпинату забезпечує більшу концентрацію нітратів у крові, 
ніж це може зробити ендогенний механізм їхнього утворення протягом 
доби [226].
Основним джерелом ендогенних нітратів і нітритів у ссавців є 
шлях L-аргінін / NOS, який конститутивно активний у різних клітинах. 
За цих умов генерується NO, який окиснюється оксигемоглобіном і 
міоглобіном до нітрат-іонів, а цитохром c оксидазою та 
церулоплазміном до нітрит-іонів. Останні також зазнають нормоксичне 
окиснення ферментами цитохрому Р450.
Слід зазначити, що в крові реакція NO з оксигемоглобіном 
виробляє в основному нітрат і метгемоглобін [226]. У тканинах 
утворюються значні кількості нітритів. У мишей з дефіцитом cNOS 
рівень циркулюючого нітриту може бути знижений до 70% [204], хоча
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це значно варіюється в залежності від лінії, методу відбору проб і 
обробки, а також дієтичного вживання нітросполук [226].
Збільшення експресії eNOS призводить до більш високих рівнів 
циркуляції нітрату. При системних запальних розладах, таких як сепсис і 
важкий гастроентерит, рівень нітратів і нітритів значно збільшується, 
швидше за все, внаслідок масивної індукції iNOS. І, навпаки, при 
захворюваннях з ендотеліальною дисфункцією і зниженням активності 
cNOS, концентрацій нітритів і нітритів, як правило, знижуються [226].
Численні дослідження, підсумовані у авторитетних джерелах [68, 
225, 243, 272], доводять, що КО-синтазний і нітритредуктазний шляхи 
синтезу N 0 можуть бути об’єднаними у єдиний цикл -  цикл моноксиду 
нітрогену, який функціонує як механізм авторегуляції кількості N 0 в 
організмі. Суть цієї концепції зводиться до того, що нітрат- та нітрит- 
іони (N0 з / N 0 2 ) ендогенного походження можуть знову за участю 
нітрат- та нітритредуктазних систем замикати ланцюжок L-аргінін ^  
N 0 ^  N 0 2 ^  N 0 з у цикл. Кисень, зв'язуючись з гемом, пригнічує 
нітритредуктази. Таким чином, при різних патологічних процесах 
(наприклад, за умов гіпоксії, при ацидозі та наявності відновлених форм 
гемовмісних білків), нітритредуктазна компонента циклу N 0 стає 
домінуючою.
Наявність циклічної організації метаболічних процесів дозволяє не 
тільки ефективно «напрацювати» необхідні фізіологічно активні 
сполуки (у цьому випадку -  N0), але і досить швидко їх елімінувати, що 
усуває токсичну дію АФН [51]. Відомо, що певна кількість N0 
відновлюється до N2 0 , з якого утворюються інші АФН. Моноксид 
нітрогену може вступати у реакції з вільними радикалами, зокрема, з 
супероксидним і гідроксильним (ЮН). Так, у реакції з супероксидним 
аніон-радикалом (•ОО-) утворюється високотоксичний пероксинітрит
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(NO + •ОО —— ONOO ), який розкладається з утворенням NO2 і 
надзвичайно реактогенного •OH [80, 111].
Крім того, на ефективність циклічної авторегуляції рівня NO може 
впливати стан конкурентного до NOS неокисного аргіназного шляху 
метаболізму L-аргініну [122, 265, 306]. Останній є загальним субстратом 
для аргінази та NOS. Аргіназа гідролізує L-аргінін до L-орнітину і 
сечовини, тоді як NOS використовує L-аргінін для генерування NO і 
L-цитруліну. Підвищена активність аргінази обмежує біодоступність 
L-аргініну, внаслідок чого змінюється активність NOS, що призводить 
до того, що цей фермент починає продукувати більше супероксидного 
радикала та менше NO [122].
Показано, що індуктори аргінази II, такі як дибутирил-цАМФ, 
простагландин Е2, трансформувальний фактор росту в (TGF-в), 
знижують у клітинах синовіальної рідини хворих з різними формами 
артриту рівень NO. Індукція NO цитокінами T-гелперів 1 типу, навпаки, 
пригнічує активність аргінази [137].
Відомо декілька ізоформ аргінази: цитоплазматична (тип I) та 
мітохондріальна (тип II) [122, 306]. Аргінази експресуються в багатьох 
різних типах клітин і можуть бути індуковані широким спектром агентів 
і умов [151, 123, 115, 303]. Обидві ізоформи знаходяться в ендотелії 
судин, а також у клітинах сполучної тканини (фібробластах, 
остеобластах, макрофагах). Активність аргінази має дві головні 
гомеостатичні цілі: спочатку вивільнити організм від аміаку через 
синтез сечовини, а по-друге, одержати орнітин (попередник поліамінів), 
пролін та інші фізіологічно активні сполуки [306]. Поліаміни, що 
утворюються за допомогою орнітиндекарбоксилази, необхідні для 
проліферації клітин і регулювання декількох іонних каналів [63, 253], 
сприяють диференціації остеобластів [215], запобігають втраті кісткової 
маси за рахунок зменшення активації остеокластів [311]. У присутності
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екзогенних поліамінів посилюється мінералізація позаклітинного 
матриксу, що є маркером дозрівання остеобластів [215]. Пригнічення 
аргінази зменшує кількість поліамінів [253].
Пролін, який продукується за участю орнітинамінотрансферази, є 
необхідним для утворення колагену [107]. Індукція під дією 
протизапальних цитокінів (наприклад, TGF-в) аргінази I типу суттєво 
збільшує утворення проліну, що корелює з підвищенням продукції 
колагену 1 типу [122].
Примітно, що аргіназа 1 є маркером альтернативно активованих 
макрофагів М2, які можуть утворюватися з макрофагів М1 за умов 
впливу протизапальних цитокінів (наприклад, IL-4 і IL-13) [43, 168, 170]. 
Субпопуляція макрофагів М2, як відомо, має протизапальну активність і 
відповідає за тканинне ремоделювання, експресуючи білки CD163, 
CD206, лектин Ym1, хемокінові ліганди CCL1, CCL18, FIZZ1 та 
хітиназу (ChT), характеризується активацією сигнального шляху 
фактора транскрипції STAT-6, а також експресією скевенджер- 
рецепторів Stabilin-1 і манозного рецептора CD206, вивільняє низку 
протизапальних цитокінів і хемокінів (IL-10, IL-lra і CCL18) [127, 167, 
207, 210]. Цей підтип макрофагів секретує низку регуляторних 
остеогенних молекул, зокрема морфогенетичний білок кістки (BMP2) та 
TGF-в [43, 128].
Нещодавно показано перемикання фенотипу макрофагів з 
прозапального (M1) у протизапальний підтип М2 під час регенерації 
кісткової тканини [287, 308], що передбачає роль субпопуляцій 
макрофагів та цитокінів, які ними секретуються, в регуляції активності 
мезенхімних стовбурових клітин [171, 324]. Як відомо, кісткова тканина 
постійно піддається процесу фізіологічного ремоделювання через 
резорбцію кістки остеокластами у поєднанні з формуванням нової кістки 
остеобластами, що диференціюються з мезенхімних стовбурових клітин.
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Окрім того, присутність макрофагів є необхідною для ефективної 
мінералізації кістки, а їхнє виснаження може призводити до зниження 
функцій остеобластів [126]. Показано, що макрофаги можуть змінювати 
ремоделювання кістки переважно за умов стресу та її пошкодження
[113].
Примітно, що маркером макрофагів субпопуляції Ml є iNOS [43, 
236]. Активація цих клітин та вироблення ними прозапальних цитокінів 
(IL-1, TNF-a, IL-6), на відміну від M2 макрофагів, сприяє посиленню 
диференціювання і резорбційної активності остеокластів.
Літературні джерела свідчать про неоднозначну дію NO на цикл 
кісткового ремоделювання, який, за даними літератури, поділяється на 
такі фази: 1) активації остеокластів; 2) резорбції кістки; 3) реверсії -  
активації остеобластів; 4) формування кістки; 5) мінералізації кісткового 
матриксу; 6) спокою [56, 112, 203, 232, 269].
Так, для диференціації й активації остеокластів необхідним є 
конститутивне продукування ними NO. Застосування інгібіторів cNOS 
пригнічує активність остеокластів in vitro [177]. Проте не завжди ефекти 
NO на остеокласти залежать від cGMP [201].
Показана роль активації iNOS у механізмах остеопенії та 
остеопорозу [140]. Доведена можливість IL-1-індукованої NO-залежної 
резорбції кістки in vitro та in vivo [178, 261].
R.J. van't Hof et al. [178] дослідили роль, яку відіграє шлях iNOS у 
механізмі IL-1-опосередкованої резорбції кістки. Досліди in vitro та in 
vivo показали, що миші, дефіцитні за iNOS, виявляють глибокі дефекти 
IL-1-індукованої резорбції кісткової тканини, але, як правило, реагують 
на Ca2+-тропні чинники, такі як 1,25-дигідроксихолекальциферол і 
паратиреоїдний гормон. Імуногістохімічні дослідження та аналіз зсуву 
електрофоретичної рухливості, виконані на культурах кісткового мозку 
iNOS-дефіцитних мишей, показали порушення IL-1-індукованої ядерної
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транслокації компоненту p65 NF-kB і його зв'язуванні з ДНК, що 
відновлювалося введенням донатора NO S-нітрозоацетилпенициламіну. 
Ці результати показують, що шлях iNOS є суттєвим для IL-1-індукованої 
резорбції кістки, що дозволяє авторам припустити, що ефекти NO 
можуть бути опосередкованими через IL-1-індуковану активацію NF-kB 
у попередниках остеокластів.
У той же час деякі дослідники вказують на можливість 
пригнічення резорбції кістки при iNOS-залежному утворенні високих 
концентрацій NO при дії прозапальних цитокінів -  IFN-y, IL-1, TNF-a 
[222, 261]. Цей ефект може розглядатися як результат NO-індукованого 
апоптозу клітин-попередників остеокластів [176], або окисної 
модифікації катепсину К, який експресується остеокластами та активує 
колагеноліз і резорбцію кістки [256].
У остеобластах NO генерується у відповідь на механічну 
стимуляцію і вплив естрогенів [145, 198-201]. Провідна роль у механізмі 
регуляції активності остеобластів і формування кісток відводиться eNOS 
[177, 288]. Показано, що NO / cGMP-залежна вазодилатація судин, які 
забезпечують кров’ю кісткову тканину, збільшує у гризунів об’єм 
кісткових трабекул [150]. Виявлено взаємозв'язки між поліморфізмами 
гена eNOS та розвитком остеопорозу [129, 159, 220, 288].
Виявлено, що через активацію розчинної гуанілциклази (sGC) та 
протеїнкінази G (PKG) NO посилює проліферацію, диференціювання і 
виживання остеобластів [244]. При цьому цитозольні PKG I і 
мембраннозв'язані PKG II відіграють різні, але комплементарні ролі. 
Експерименти на NOS-дефіцитних мишах також підтверджують 
важливу роль NO у функціонуванні остеобластів, а введення тваринам 
інгібіторів NOS блокує остеопротективні ефекти естрогену або 
механічної стимуляції [262, 263, 230].
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Повідомляється про здатність донаторів NO стимулювати 
проліферацію остеобластів іп vitro [121, 209, 229]. Низка
багатоцентрових рандомізованих контрольованих досліджень свідчить 
про те, що застосування органічних нітратів (лікарських засобів, які 
вивільняють NO) підвищує мінеральну щільність кісткової тканини та 
знижує ризик переломів [119, 191-196, 258]. Показано, що
нітрогліцерин запобігає втраті кісткової тканини після оваріектомії, а 
ізосорбід мононітрат поліпшує мінеральну щільність кісток у жінок у 
постменопаузі з встановленим остеопорозом [304, 305]. Інші донатори 
NO (нітрозил-кобінамід) також посилюють трабекулярну кісткову масу 
мишей, інтактних та з остеопорозом, шляхом посилення активності 
остеобластів і інгібування диференціації остеобластів [200].
Проте деякі дослідження не підтверджують істотний вплив 
донаторів NO на ріст і диференціювання остеобластів, за винятком їх 
високих концентрацій, які гальмують ці процеси [177, 228, 229]. 
Пригнічення процесу формування кісток, зокрема при дії прозапальних 
цитокінів, на думку деяких авторів, може бути пов'язане з індукцією NO 
апоптозу остеобластів [141, 239], що частково може опосередкуватися 
через cGMP [229].
Повідомляється про можливість негативної дії надмірного 
надходження в організм неорганічних нітратів на структурно - 
функціональні та метаболічні властивості кісток, що супроводжується 
сповільненням темпів їхнього росту, звуженням остеонного шару 
діафізів, розширенням діаметрів каналів остеонів, зменшеннях 
міцністних характеристик [76], уповільненням репаративної регенерації 
кісткової тканини у місці перелому нижньої щелепи, затримкою 
динаміки диференціювання остеобластів і клітинних елементів 
мікроциркуляторного русла у ділянці кісткового мозоля, порушенням 
формування первинних кісткових балок [31, 32].
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Нещодавно показано, що за умов тривалого надмірного 
надходження неорганічних нітросполук у організм ссавців порушується 
функціонування циклу NO як механізму забезпечення негативного 
зворотного зв'язку [51]. При відтворенні хронічної інтоксикації нітратом 
натрію активність NOS (головним чином, iNOS) у різних органах щурів 
не тільки не знижується, але й значно підвищується, що 
супроводжується розвитком окисно-нітрозативного стресу [51, 54, 95].
У кістковій тканині підвищення функціональної активності iNOS 
та утворення пероксинітриту за умов відтворення глюкокортикоїдного 
остеопорозу на тлі надмірного нітратного навантаження викликає 
деполімеризацію колагену та протеогліканів, додатково знижує масу 
кісток, їхню щільність і міцність [85, 86]. Розвиток цих змін автори 
пов’язують з порушенням механізму авторегуляції кількості NO при 
його утворенні з екзогенного попередника.
У більшій мірі дизрегуляторні розлади у функціонуванні циклу 
NO виявляються при поєднаній нітратно-фторидній інтоксикації. При 
цьому змінюється характер реагування у різних органах щурів (тканинах 
слинних залоз, пародонта, шлунка) конкурентних NO-синтазних і 
аргіназних шляхів метаболізму L-аргініну: типове для окремого
призначення нітрату натрію пригнічення загальної активності NOS 
змінюється на гіперактивацію цього ферменту, а активність аргінази та 
орнітиндекарбоксилази зменшується [16, 54, 87, 105].
Таким чином, численні літературні джерела на здатність 
неорганічних нітросполук впливати на структурно-функціональні та 
метаболічні властивості кісток. У низьких концентраціях продукти 
метаболізму нітрат- та нітрит-іонів виявляють ефекти сигнальних 
молекул, необхідні для адекватного кровопостачання кісткової тканини, 
диференціювання та проліферації остеокластів та остеобластів, 
утворення компонентів екстрацелюлярного матриксу. З позицій
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доказової медицини показана ефективність застосування донаторів N0 
як засобів підвищення мінеральної щільності кісткової тканини при 
остеопенії та остеопорозі. Проте надмірна кількість нітратів, що 
надходить до організму, може порушувати механізми авторегуляції 
кількості N 0 в тканинах, що збільшує ризик утворення небезпечних 
активних форм нітрогену, що мають остеотоксичні властивості. В інших 
органах виявлено, що порушення механізмів регуляції N 0 та його 
агресивних метаболітів зростає при пригніченні ферментів аргіназного 
шляху обміну L-аргініну при дії фторид-іонів. Проте закономірності 
поєднаної дії неорганічних нітросполук і фторидів на кісткову тканину 
раніше не вивчалися.
1.2. Вплив фторидів на механізми формування та резорбції 
кісток та їхня роль у розвитку остеопатології
Відомо, що фтор є життєво важливим мікроелементом, необхідним 
для забезпечення життєдіяльності людини та тварин, має регуляторний 
вплив на клітини кісткової тканини (остеобласти, остеокласти, 
остеоцити) [110, 131, 133]. Добова потреба у фторі становить 1,5-4,0 мг.
Численні роботи показують кореляцію між дефіцитом фтору в 
питній воді та захворюваністю карієсом. Наприклад, більшість 
населення (до 81%) рудничних селищ страждає на карієс зубів. 
Встановлено орієнтовна межа мінімального вмісту фтору у воді -  0,8-1,0 
мг / л [27].
Однак підвищений вміст фторидів також є вкрай небезпечним. У 
великих концентраціях ці сполуки викликають розвиток флюорозу. 
Токсичні дози фтору для людини варіюють у широкому діапазоні: для 
дорослих (16-64) мг/кг, для дітей (3-16) мг/кг [99, 110]. За
деструктивною дією фтор розташовується відразу ж після ртуті [27].
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Особливістю фторидів є їхня кумулятивна дія [27, 41, 110]. При 
пероральному надходженні добре розчинні сполуки фтору всмоктуються 
з шлунково-кишкового тракту в кров на 93-97% в результаті пасивної 
дифузії. У крові фториди зв'язуються в незначній мірі з альбумінами 
[99]. В організмі сполуки фтору розподіляються і накопичуються таким 
чином: кісткова тканина> емаль зубів> дентин> паренхіматозні органи
[41].
У тканинах тварин неорганічний фтор представлений у вигляді 
вільних іонів, або в складі різних сполук і комплексів (наведено за [41]), 
зокрема, таких як:
а) флуорид гідрогену (при низьких значеннях рН);
б) комплекси фтору, зв'язані з іонами металів (Бе3+, А13+, Са2+, М^2+ 
та ін.);
в) мінералоорганічні преципітати;
г) фториди, інкорпоровані у апатитні елементи кісток і зубів.
Виведення фтору з організму відбувається через шкіру, травний
тракт і сечовидільну систему. Період його напіввиведення становить від 
2 до 9 годин [46]. Кістки відіграють важливу роль у регуляції 
концентрації фтору завдяки здатності швидко зв'язувати його надлишок 
і мобілізувати в позаклітинну рідину при дефіциті. При помірному 
надходженні фтору в кістках дорослих міститься 1-5 г/кг, у більшій мірі 
у губчастих кістках, ніж у трубчастих [99].
При зменшенні pH концентрація фторид-іонів знижується. Фтор, 
взаємодіючи з гідроксиапатитом, утворює фторапатит. Хоча на частку 
останнього припадає лише 1/40 частина апатиту, тим не менше, саме 
його присутність забезпечує кислоторезистентність і міцність зубів і 
кісток. Фториди сприяють фіксації кальцію у твердих тканинах і їхній 
мінералізації [99].
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При надмірному вмісті фторидів розвивається хронічна фторидна 
інтоксикація -  флюороз, що відноситься до полісистемних захворювань, 
при яких спостерігаються патологічні зміни в багатьох органах (печінці, 
нирках, зубах, нейроендокринній, серцево-судинній та кістковій 
системах) [99]. Розвиток скелетного флюорозу супроводжується 
остеосклерозом, кальцифікацією зв'язок і, нерідко, розвитком 
супутнього остеопорозу, остеомаляції або остеопенії [302].
Показано, що ефекти фторидів на функції організму і метаболізм 
залежать від типу клітин, концентрації та тривалості дії [40, 42, 110, 
289]. Так, в кістковій тканині фториди в мікромолярних концентраціях 
викликають клітинну проліферацію, тоді як в мілімолярних -  
пригнічують проліферацію і індукують апоптоз клітин [313, 314]. 
Найбільшу толерантність до високих концентрацій фтору мають 
остеоцити, остеокласти більш чутливі до змін дози фторидів. Діапазон 
анаболічної дії цих сполук на остеобласти є досить вузьким [197].
Дія фторидів на кісткову тканину пов’язана з реалізацію декількох 
механізмів. По-перше, можливою є безпосередня фізико-хімічної 
взаємодія фторидів з кістково-мінеральною матрицею [124, 169, 251]. 
Додавання in vitro милімолярних концентрацій фторид-іонів призводить 
до перетворення карбонізованого гідроксилапатиту в карбонізований 
фторапатит, що змінює кристалічну структуру та знижує міцність кістки 
[149, 161, 273]. Виявлена здатність фторидів затримувати мінералізацію 
кісток та порушувати структуру їхніх кристалів [169, 241].
По-друге, крім фізико-хімічних впливів, концентрації фторидів 
(10-5 -10-7) M можуть впливати на матриксні металопротеїнази (MMP) в 
культурі кісткових клітин in vitro, змінюючи склад органічного матриксу 
та порушуючи подальшу мінералізацію [301].
Показано, що фторид-іони здатні діяти на остеобласти і 
остеокласти in vivo та in vitro. При цьому фторид натрію виявив себе як
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анаболічний чинник, здатний збільшувати кісткову масу, хоча механізм 
цієї дії все ще залишається нез’ясованим [102, 157, 214]. Хоча фторид 
може збільшувати кісткову масу, але новоутворена кістка все ж таки не 
має нормальної структури та міцності [157, 278].
У трабекулярних кістках дія фториду викликає збільшення об’єму 
кісткової тканини та товщини трабекул без супутнього посилення їхньої 
зв'язності [102]. Саме відсутність останньої знижує біомеханічні 
властивості кістки, незважаючи на збільшення кісткової маси. Ці 
спостереження у людей було підтверджено експериментальними 
дослідженнями на гризунах [277, 293].
При застосування модифікованих фторидами зубних імплантатів 
спостерігається посилена диференціація остеобластів та формування 
кістки з підвищеною експресією остеогенних маркерів на місці 
імплантації [135, 240]. У разі імплантації in vivo фторапатиту з низьким 
умістом фториду (0,5% за масою) спостерігається збільшення 
кісткоутворення, проте при збільшенні його кількості (2,2% за масою) 
формування нової кістки припиняється [184].
Фториди виявили здатність пригнічувати in vitro функцію 
ізольованих остеокластів при помірних концентраціях (0,5-1,0) мМ 
[248], або майже фізіологічному їхньому вмісті 15 мг/л (приблизно 0,8 
мМ). У діапазоні концентрацій фториду натрію від 0,15 до 30 мг/л 
(приблизно 0,004 до 0,7 мМ) було описано двофазну дію цієї сполуки в 
залежності від його вмісту в культуральних середовищах (наведено за 
[157]). При 15-30 мг/л активність остеокластів гальмується, проте при 1 
мг/л (приблизно 0,050 мМ) їхня функція посилюється. Автори не змогли 
визначити, чи була така активація остеокластів результатом прямої дії 
фторидів, або опосередковувалася через остеобласти, присутні в 
культуральній системі.
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Обробка фторидом питної води (50 ppm F- протягом 3-х тижнів) 
призводить до індукції остеокластогенезу у лінії інбредних мишей 
C3H/HeJ (C3H), про що свідчить збільшення кількості остеокластів 
вздовж поверхні великогомілкової кістки [312].
Серед механізмів зменшення резорбції кісток при дії 
мікромолярних концентрацій фторидів припускається пригнічення 
MMP (зокрема MMP-9) та зменшення активації RANKL [116, 254]. Як 
наслідок, хворі на флюороз скелету мають остеосклероз як основну 
клінічну ознаку [254].
Можливість обмеження резорбції кісток, здавалося б, дає підставу 
для застосування препаратів, що містять фтор, для лікування 
остеопорозу. Проте комітет експертів National Osteoporosis Foundation 
(NOF) ставить під сумнів ефективність призначення фториду натрію як 
засобу стимулювання утворення нової кістки. За їхньою оцінкою, 
«якість отриманої таким чином кісткової маси є невизначеною, і докази 
того, що фторид знижує ризик переломів, є суперечливими і спірними» 
[138].
Підвищення процесів резорбції кісткової тканини з ризиком її 
деструкції при збільшенні концентрації фторидів до мілімолярних 
значень автори пояснюють активацією апоптозу остеобластів [157, 321].
Взагалі, за даними численних досліджень, фториди
опосередковують свої остеотропні ефекти через редоксчутливі 
транскрипційні чинники (наприклад, NF-kB і AP-1) та MAPK-залежний 
сигнальний шлях, з відповідними змінами експресії генів, а також через 
апоптоз клітин та розвиток метаболічних стресів [157, 187, 254, 255, 
321].
Показано, що фториди є модуляторами транскрипції в різних 
типах клітин кісткової тканини [245, 254, 187]. За допомогою методу 
рекомбінантних ДНК було виявлено 183 гена, експресія яких може
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змінюватися при дії сполук фтору. В експериментах на лабораторних 
мишах показана активація експресії 34 гена та пригнічення експресії 63 
генів [285]. За цих умов активуються гени транскрипційних чинників, 
що забезпечують внутрішньоклітинну сигналізацію, окисний стрес, 
апоптоз (наприклад, AP-1, NF-kB і p53). Знижується експресія генів, що 
регулюють гліколіз, окисне фосфорилювання, клітинний цикл тощо.
Фториди беруть участь у регуляції процесу трансляції, наприклад, 
у остеобластах вони впливають на синтез de novo 28 білків [310]. Значна 
частина цих протеїнів при флюорозі регулює окисний метаболізм, 
апоптоз та фолдінг білків. Показано збільшення рівня теломерази, 
зворотної транскриптази, дисульфідізомерази, MAPK [223]. Окрім того, 
відбувається збільшення рівня білків-регуляторів процесів виживання / 
загибелі клітин -  c-fos, c-jun, каспази 3 і 9 [319].
Відомо, що сполуки фтору мають проапоптотичну дію, 
викликають падіння мембранного потенціалу мітохондрій і відкриття 
пори в їхній зовнішній мембрані з вивільненням цитохрому c [188].
Y.-L. Zhang et al [321] показали, що з підвищенням концентрації 
фториду натрію (з 20 до 80 мг/л) зростає експресія генів Bim, каспаз 9 і 
14, Bcl2 і Bax. Експресія каспази 3 знижується у середовищі з 
концентрацією 5 мг/л, але підвищується при концентрації >10 мг/л. 
Експресія гена каспази 10 зменшується зі збільшенням вмісту фториду. 
Автори роблять висновок, що індукований фторидом апоптоз 
остеобластів може реалізовуватися як через мітохондріальний шлях 
(включаючи механізм стресу ендоплазматичного ретикулума), так і 
через активацію рецептора смерті.
При збільшенні концентрації фториду до 100 мкМ у остеобластах 
знижується споживання кисню і збільшується вироблення 
супероксидного радикала [158]. Розвиток окисного стресу відбувається 
за умов фторид-індукованого зменшення активності антиоксидантних
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ферментів -  супероксиддисмутази, каталази та глутатіонпероксидази. 
Порушення балансу про- і антиоксидантів призводить до активації 
вільнорадикальних процесів і пошкодження мембранних структур 
клітин різних органів і тканин [41, 109].
Таким чином, літературні джерела свідчать про те, що фтор є 
необхідним компонентом забезпечення життєдіяльності, має 
регуляторний вплив на різні органи та тканини, у тому числі кісткову. 
Проте все ще залишається нерозв’язаним питання щодо закономірностей 
впливу фторидів на цикл ремоделювання кісток. Показано дозозалежний 
характер такої дії. Проте значення поєднаного надходження фторид - 
іонів з іншими сполуками, зокрема нітратами, досліджено недостатньо. 
За умов надлишкового надходження фторидів виявлено системні 
метаболічні порушення, пов’язані з активацією редоксчутливих 
транскрипційних чинників, наприклад, NF-кB. Беручи до уваги роль цих 
факторів у кістковому обміні можна припустити можливість корекції 
функціонально-метаболічних властивостей кісток при призначенні їх 
модуляторів.
1.3. Перспективи патогенетичної терапії порушень 
ремоделювання кісткової тканини за умов надлишкового 
надходження нітратів і фторидів
В останні роки саме з нітратами та фторидами пов’язана дискусія 
щодо характеру їхньої дії на кісткову тканину. З одного боку 
повідомляється про остеопротективну дію нітратів [119, 191-196, 258] і 
фторидів [102, 157, 214], можливість позитивного їх впливу у хворих на 
остеопороз. З іншого боку, показано, що надмірне надходження цих 
сполук може викликати порушення метаболічних і біомеханічних 
властивостей кісток [31, 76, 81, 157, 321].
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Відомо, що розлад кісткового ремоделювання з підвищенням 
резорбції кісткової тканини і зниженням синтезу кістки лежить в основі 
такого системного захворювання як остеопороз [112, 294]. Як засоби 
базисної терапії цієї патології застосовуються препарати кальцію та 
вітаміну D [29]. Контрольовані клінічні випробування показали, що 
комбінація цих засобів зменшує ризик остеопоротичних переломів [213]. 
Але, за сучасними уявленнями, цей підхід все ж таки залишається 
недостатнім для попередження втрати кісткової маси у тяжких випадках 
захворювання [26, 279].
Більшість із засобів профілактики і лікування остеопорозу та 
остеопенії, схвалених Управлінням з санітарного нагляду за якістю 
харчових продуктів та медикаментів США -  FDA (Food and Drug 
Administration), спрямовано на пригнічення остеокласт-опосередкованої 
резорбції кісткової тканини. Препарати цієї групи підвищують 
мінеральну щільність кісток та їхню міцність, знижують ймовірність 
переломів. До числа таких засобів відносяться бісфосфонати, агоністи / 
антагоністи естрогену (селективні модулятори естрогенових 
рецепторів), а також інгібітор RANKL (деносумаб) [26, 33, 98, 108, 138, 
266, 279]. Кальцитоніновмісні препарати, що також належать до цієї 
групи, було виключено з рекомендацій Європейського агентства з 
лікарських засобів EMEA (European Medicines Agency) у зв'язку з 
підвищенням ризику розвитку онкологічних захворювань при їх 
тривалому застосуванні [155].
Інший клас засобів для лікування остеопорозу та остеопенії, 
представлений рекомбінантним людським паратиреоїдним гормоном 
(терипаратид), який посилює процес формування кістки через переважне 
стимулювання остеобластів [66]. Стронцію ранелат хоч і має 
антирезорбтивні й анаболічні властивості щодо кісткової тканини [231, 
238], але не належить до засобів, схвалених FDA [138].
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Поряд з позитивними властивостями зазначених вище лікарських 
засобів у літературі також обговорюються їхні недоліки. Наприклад, 
бісфосфонати, що приймаються всередину, характеризуються низькою 
біодоступністю, побічними проявами з боку травної системи, 
відсутністю зручних схем прийому [26, 138, 180]. Середня тривалість 
лікування пероральними бісфосфонатами не перевищує 1-го року [139]. 
Агоністи / антагоністи естрогену підвищують ризик тромбозу глибоких 
вен і викликають судоми ніг [138]. Деносумаб хоч і розглядається як 
відносно безпечний препарат, але, за даними клінічних випробувань та 
постмаркетингового спостереження, він виявляє низку побічних ефектів 
(гіпокальціємію, розвиток атипових переломів і остеонекрозу щелепи, 
імуносупресію та ін.) [295].
Побічні ефекти терипаратиду включають судоми ніг, нудоту і 
запаморочення. У гризунів тривале застосування цього препарату 
викликає збільшення частоти остеосаркоми [138]. Стронцію ранелат при 
тривалому прийомі підвищує ризик венозних тромбозів [154] і розвитку 
гіперчутливості -  медикаментозної реакція з еозинофілією і системними 
симптомами (DRESS синдром, drug reaction with eosinophilia and systemic 
symptoms) [156], порушує проникаючу здатність рентгенівських 
променів, що ускладнює інтерпретацію динаміки мінеральної щільності 
кісткової тканини [154].
Таким чином, пошук нових медичних технологій, спрямованих на 
остеопротекцію, все ще залишається актуальним.
У останні роки показано, що процес ремоделювання кісткової 
тканини залежить від активації транскрипційного ядерного чинника kB 
(NF-kB), активатора його рецептора -  RANK (Receptor Activator of NF- 
kB), ліганду цього рецептора -  RANKL (Receptor Activator of NF-kB 
Ligand), які розглядаються як регулятори остеолізу за участю 
остеокластів [24, 45, 77, 78, 103, 112, 179, 190, 260, 292, 322]. Ця система
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функціонує у тісному зв’язку з компонентами іншого редоксчутливого 
транскрипційного чинника -  AP-1. Члени сімейства Fos, такі як c-Fos і 
Fra-1, є важливими регуляторами розвитку остеокластів та остеобластів 
[118, 299]. Примітно, що у регуляції AP-1 на рівні транскрипції генів Jun 
і Fos беруть участь MAPK, які також активно впливають на цикл 
ремоделювання кісток [299].
Інтерес щодо ролі NF-kB у фізіології та патології кісток проявився 
після спостережень за мишами, дефіцитними за такими компонентами 
сімейства цього транскрипційного чинника, як NF-kB1 (p50) та NF-kB2 
(p52). За цих умов було виявлено порушення остеокластогенезу з 
розвитком у тварин остеопетрозу, коли щільні, деформовані кістки 
виявляють схильність до переломів [245].
Активація NF-kB пов’язана з його транслокацією NF-kB з 
цитоплазми у клітинне ядро, що відбувається через взаємодію RANK 
(експресується на гемопоетичних клітинах моноцитарного ряду -  
попередниках остеокластів, залежних від M-CSF) з сигнальним білком 
TRAF- 6  [103, 144]. Після взаємодії RANK зі своїм лігандом, відомим як 
RANKL (конституційно експресується на поверхні остеобластів), 
клітини-попередники комітуються у напрямку остеокластів і збільшують 
експресію c-fos і NFATcl -  факторів транскрипції, необхідних для 
диференціювання [103, 245, 322].
Через активацію NF-kB також опосередкуються цитотоксичні 
ефекти АФН у клітинах-попередниках остеокластів [178], а також 
експресія стовбуровими клітинами кісткового мозку й остеобластами 
M-CSF [268]. Індукторами цього процесу є прозапальні цитокіни (IL-1, 
TNF-a), паратиреоїдний гормон, холекальциферол (вітамін D3) [179, 
190]. M-CSF через активацію тирозинкінази та залежної від неї 
сигнальної системи стимулює проліферацію та диференціацію клітин- 
попередників остеокластів [268]. Цей процес пригнічується естрогенами
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та остеопротегерином, який є «хибним» рецептором RANKL. 
Остеопротегерин, зв'язуючи RANKL, запобігає активації RANK на 
поверхні остеокластів, що знижує остеокластогенез та резорбцію 
кісткової тканини [246, 260, 292].
RANKL здатний також стимулювати резорбтивну активність 
зрілих клітин [103, 179, 183, 309]. Миші, дефіцитні за RANKL або 
RANK, не продукують остеокласти. Важливими умовами 
остеокластогенезу є наявність RANKL-костимуляторного сигналу, що 
надходить з рецепторів, пов'язаних з ІТАМ-адаптерними білками (від 
англ. Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) DAP12 і FcRy. 
Примітно, що активація NF-kB вважається критичним компонентом 
серед інших M-CSF, RANKL і ITAM-залежних сигнальних систем (Ca2+/ 
кальциневрин, MAPK, фосфатидилінозитол-3-кіназа і протоонкоген- 
тирозинпротеїнкіназа Src), необхідних для розвитку остеокластів [245].
В історичному аспекті NF-kB не розглядався як чинник, 
необхідний для регуляції остеобластів, але низка недавніх досліджень 
виявила, що NF-kB може впливати на диференціювання та активність 
цих клітин [245].
Y. Li et al. [219] показали, що TNF-a- і TNFR1-дефіцитні миші 
мають підвищену базальну кісткову масу in vivo і збільшене 
диференціювання остеобластів in vitro. Ці ефекти, за даними 
дослідників, залежать від активації NF-kB, оскільки пептид NBD блокує 
дію TNF-a, тоді як гіперекспресія p65 / p50 імітує ефекти цього 
цитокіну.
Для вивчення впливу NF-kB на зрілі остеобласти, незалежного від 
дії на диференціацію, J. Chang et al. [125] показали, що пригнічення 
комплексу IKK / NF-kB у диференційованих остеобластах мишей 
специфічно збільшує кісткову масу та мінеральну щільність 
трабекулярних кісток, не впливаючи на функціонування остеокластів.
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При цьому підтримується процес формування кістки, що запобігає її 
індуковану овариектомією втрату. Примітно, що інгібування IKK / NF- 
кВ посилює експресію компоненту іншого транскрипційного чинника 
AP-1 (Fra-1 з підсімейства Fos), який залучається до формування 
кісткового матриксу in vitro та in vivo.
Звертає на себе увагу той факт, що AP -1 має неоднозначну дію на 
функціонування остеобластів та остеокластів. Так, характер експресії c - 
Fos під час остеогенезу свідчить про його вирішальну роль у 
ендохондральній осифікації, хоча дослідження c-Fos-дефіцитних мишей 
вказує на те, що c-Fos є необов'язковим для диференціації остеобластів
[299] . У той же час, у остеобластах активність AP-1 індукується 
потужними регуляторами диференціювання та проліферації остеобластів 
(TGF-в, паратиреоїдним гормоном, 1,25-дигідроксихолекальциферолом)
[300] . Причому експресія всіх білків сімейств Fos і Jun у динаміці 
продукування та мінералізації позаклітинного матриксу поступово 
знижується, а Fra-2 і Jun D стають основними компонентами комплексу 
AP-1 у повністю диференційованих остеобластах. Примітно, що, 
експресія Fra-1 може збільшувати також диференціацію остеокластів 
[235, 249].
Незважаючи на досить значну кількість досліджень щодо впливу 
редоксчутливих транскрипційний чинників на процеси ремоделювання 
кісткової тканини процес створення нових засобів патогенетичної 
терапії остеопорозу та остеопенії тільки починається. До таких 
препаратів, схвалених FDA, належить інгібітор RANKL деносумаб. Він є 
генно-інженерним препаратом і являє собою людські моноклональні 
антитіла до RANKL. Механізм його дії пов’язаний з пригніченням 
резорбції кісткової тканини через NF-кВ-опосередкований механізм [26, 
33, 98, 108, 138].
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В останні роки на кафедрі патофізіології Української медичної 
стоматологічної академії було показано, що інгібітори транскрипційних 
чинників NF-кB (амонію піролідиндитіокарбамат, кверцетин) [36], АР-1 
(БЯ 11302) [37], БТАТ-3 (іматинібу мезилат) [34], а також індуктор 
сигнальної системи Кеарі / №£2 / антиоксидант-респонсивний елемент 
(епігалокатехін-3-галат) [316] за умов їхнього застосування при 
відтворенні ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді є 
ефективними засобами корекції дезорганізації кісткової тканини 
альвелдярного відростка щурів. Виявлено їхню здатність зменшувати 
рівень деполімеризації колагену, протеогліканів та глікопротеїнів, що 
супроводжується меншим ступенем кісткової резорбції.
Встановлено, що введення інгібітора активації NF-кB 4-метил-№- 
(3-фенілпропіл)бензол-1,2-діаміну при моделюванні поєднаної хронічної 
інтоксикації нітратом і фторидом натрію зменшує колагеноліз та 
деполімеризацію протеогліканів у кістковій тканині пародонта [20]. Ці 
результати дають підстави сподіватися на можливість коригування 
метаболічних, структурних і біомеханічних властивостей інших 
губчастих і трубчастих кісток за умов спільної дії цих екологічно 
небезпечних агентів.
Інший підхід до зменшення остеотоксичних наслідків дії нітратів і 
фторидів може бути пов’язаний із застосуванням ентеросорбентів. Ці 
засоби здатні змінювати концентрацію неорганічних нітросполук і 
фторидів у крові [7, 64], поліпшувати функціонально-метаболічні 
наслідки поєднаної інтоксикації цими речовинами у крові та органах 
травлення [3, 4, 9, 106]. Так, суспензія нанодисперсного кремнезему 
знижує токсичність нітриту та фториду натрію при різних режимах 
введення останніх (за 30 хв. та через 30 хв.) у 1,9 і 2,3 раза та в 1,3 і 1,5 
раза відповідно [64].
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У літературних джерелах домінує точка зору, що до цього часу все 
ще не синтезовано ідеального сорбенту для потреб дезінтоксикаційної 
терапії хронічної інтоксикації нітратами та фторидами, але найбільш 
перспективними засобами можуть вважатися препарати на основі 
вуглецю (СКН), лігніну гідролізного та нанодисперсного кремнезему [7].
Раніше досліджувався вплив ентеросорбентів (яблучного пектину, 
пектиновмісного борошна вівсяної крупи) на метаболічні і біомеханічні 
характеристики кісток щурів за умов відтворення глюкокортикоїдного 
остеопорозу на тлі хронічної інтоксикації нітратом натрію [82]. При їх 
призначенні в меншій мірі відмічалася деполімеризація колагену та 
протеогліканів у тканині великогомілкових кісток, підвищувалися 
міцнісні властивості останніх.
Наведена інформація дає підстави вважати, що сорбція нітрат- 
іонів та їхніх метаболітів, а також сполук фтору, що супроводжується 
зменшенням концентрації цих речовин у внутрішньому середовищі 
організму, може змінювати дозозалежний характер негативної дії цих 
агентів на кісткову тканину. При зниженні концентрації активних форм 
нітрогену та фторидів їхня остеотоксична дія, на нашу думку, може 
змінюватися на остеопротективну з адекватним перебігом 
ремоделюванням кісткової тканини. Низькі концентрації нітратів [119, 
191-196, 258] і фторидів [102, 157, 214], як відомо, покращують процес 
формування кісткової тканини, поліпшують її метаболізм, щільність і 
міцнісні характеристики.
Таким чином, сучасні літературні джерела розкривають біологічне 
значення нових підходів до корекції механізму ремоделювання кісткової 
тканини, залежних від активності редоксчутливих транскрипційних 
чинників та локальної концентрації продуктів метаболізму нітратів і 
фторид-іонів. Проте залишається нез’ясованою роль цих чинників у 
механізмах метаболічних, структурних і біомеханічних порушень у
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кістках за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та 
фториду натрію. Певні перспективи можуть бути пов’язані з 
розширенням методів профілактики та терапії екологічно обумовлених 
уражень кісток модуляторами активності факторів транскрипції NF -кВ і 




МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
2.1. Загальна характеристика матеріалів та методів 
дослідження
Експериментальні дослідження виконано на 118 білих щурах лінії 
Вістар масою 190-234 г.
Тварин утримували в умовах акредитованого віварію згідно зі 
«Стандартними правилами по упорядкуванню, устаткуванню та 
утриманню експериментальних біологічних клінік (віваріїв)». При 
роботі з тваринами дотримувалися вимог «Європейської конвенції щодо 
захисту хребетних тварин, які використовуються в експерименті та 
інших наукових цілях» (Страсбург, 18 березня 1986 р.), Закону України 
«Про захист тварин від жорстокого поводження» (Київ, 2006 p.), 
Етичного кодексу лікаря України та Етичного кодексу науковця 
України. Комісією з питань біоетики Української медичної 
стоматологічної академії (протокол №175 від 26.09.2019 р.) порушень 
морально-етичних норм при проведенні науково-дослідної роботи не 
виявлено.












2-га Відтворення хронічної інтоксикації нітратом 
натрію (500 мг/кг маси тіла, 30 діб)
14
3-тя Відтворення хронічної інтоксикації 
фторидом натрію (10 мг/кг маси тіла; 30 діб)
12
4-та Відтворення поєднаної хронічної інтоксикації 
нітратом і фторидом натрію (30 діб)
15
5-та Введення інгібітора активації АР-1 -  
БЯ 11302, починаючи з 15-ї доби поєднаної 
інтоксикації фторидом і нітратом натрію
10
6-та Призначення інгібітора активації № -кВ -  
амонію піролідиндитіокарбамату, починаючи з 
15-ї доби поєднаної інтоксикації фторидом і 
нітратом натрію
10
7-ма Введення водорозчинної форми кверцетину 
(препарат «Корвітин») , починаючи з 15-ї доби 
поєднаної інтоксикації фторидом і нітратом
натрію
10
8-ма Призначення суспензії матеріалу на основі 
АУТ-М («Карболайн», починаючи з 15-ї доби 
поєднаної інтоксикації фторидом і нітратом
натрію
12
9-та Застосування суспензії лігніну гідролізного 
(препарат «Поліфепан», починаючи з 15-ї доби 






10-та Введення суспензії нанодисперсного кремнезему, 
починаючи з 15-ї доби поєднаної інтоксикації 
фторидом і нітратом натрію
10
Тварин з експерименту виводили шляхом декапітації під 
інгаляційним ефірним наркозом. Для досліджень у щурів вилучали 
стегнові кістки та поперекові хребці, які ретельно скелетували [67]. Забір 
крові проводили за стандартною методикою [60].
2.2. Методика моделювання хронічної інтоксикації нітратом 
натрію
Нітрат натрію вводили щурам у дозі 500 мг/кг маси тіла у вигляді 
водного розчину [105]. Введення здійснювали інтрагастрально за 
допомогою спеціального зонду щоденно протягом 30 діб.
Контроль розвитку хронічної нітратної інтоксикації здійснювали 
разом зі співавторами шляхом визначення вмісту нітратів у крові за 
допомогою нітрат-селективного електроду; оцінки нітритів в крові та 
органах досліджуваних тварин (достовірне підвищення концентрації 
нітрит-іонів), рівня метгемоглобіну -  5-15%, зміни поведінки тварин 
(тест “Відкрите поле”). Результати тесту на 30-ту добу інтоксикації 
відмічали пригнічення центральної нервової системи (затримка 
переходу щурів на новий квадрат, зростання відвідування периферичних 
квадратів, збільшення кількості дефекацій та грумінгу).
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2.3. Методика моделювання хронічної інтоксикації фторидом 
натрію
Фторид натрію вводили щурам у дозі 10 мг/кг маси тіла у вигляді 
0,1% водного розчину [16]. Введення здійснювали інтрагастрально за 
допомогою спеціального зонду щоденно протягом 30 діб.
Контроль розвитку хронічної фторидної інтоксикації здійснювали 
разом зі співавторами шляхом визначення активності аргінази в крові та 
кістках, оскільки фториди є відомими її інгібіторами.
2.4. Методика застосування інгібіторів активації 
транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB
З метою оцінки ролі активації транскрипційних чинників АР-1 та 
КБ-кВ застосовували їх інгібітори, наведені у таблиці 2.2.
Таблиця 2.2
Перелік інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та КБ-кВ,

































(препарат «Корвітин») -  

















Зазначені препарати вводили внутрішньоочеревинно 3 рази на 
тиждень, починаючи з 15-ї доби поєднаної інтоксикації фторидом і 
нітратом натрію.
2.5. Методика застосування ентеросорбентів
Ентеросорбенти, які використовували у дослідженні (таблиця 2.3), 
вводили інтрагастрально у вигляді суспензії через зонд щоденно на тлі 
моделювання поєднаної інтоксикації фторидом і нітратом натрію.
Для виготовлення суспензії порошок нанодисперсного кремнезему 
розводили у 0,5% об’єм/об’єм водному розчині поліетиленоксиду-400 до 
утворення 5% маса/об’єм суспензії. Перед застосуванням проводили 
ресуспендування протягом 5 хв. [2].
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Таблиця 2.3
Перелік ентеросорбентів, які використовували у дослідженні
Назва сполуки Склад Виробник Доза
1 2 3 4
Карболайн
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2.6. Біохімічні методи дослідження
Перелік біохімічних методів дослідження наведено в табл. 2.4.
Таблиця 2.1
Біохімічні методи дослідження




1 2 3 4
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Продовження таблиці 2.4




























































































Шараев П.Н. и др. (1987) 
[100]
Наважку нативної кістки промивали ізотонічним розчином 
хлориду натрію. Потім її гомогенизували з додаванням 0,1 М трис- 
буфера (рН = 7,4), щоб досягти 10% гомогенату.
Загальну активність NO-синтаз (NOS) визначали за збільшенням
концентрації нітрит-іонів ^ О  2 ) після інкубації протягом 30 хв у такому 
інкубаційному розчині: 2,5 мл 0,1 М трис-буфера, 0,3 мл 320 мМ 
водного розчину L-аргініну та 0,1 мл 1 мМ розчину 
нікотинамідаденіндинуклеотидфосфату відновленого. Концентрацію
NО 2 визначали на спектрофотометрі Ulab-101 за поглинанням на 
довжині хвилі 540 нм за утворенням забарвлених діазосполук у реакції з 
1% сульфаніламідною кислотою з подальшим додаванням 1% 1 - 
нафтиламіну (реактив Griss-Iloswai) [105]. Для визначення активності 
конститутивних NOS (cNOS) додавали 1% розчин аміногуанідину 
гідрохлориду (98%, "Sigma-Aldrich, Inc.", США) [317]. Активність iNOS 
оцінювали шляхом віднімання активності cNOS від загальної активності 
NOS.
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Загальну активність аргіназ вимірювали на спектрофотометрі 
иіаЬ-101 за утворенням забарвлених продуктів реакції L-орнітину та 
нінгідрину (реактив СЫпа^) на довжині хвилі 515 нм [105].
Для оцінки утворення пероксинітриту в тканинах визначали 
концентрацію пероксинітритів лужних та лужно-земельних металів на 
спектрофотометрі Ulab-101 (за поглинанням на довжині хвилі 355 нм) за 
утворенням у реакції пероксинітриту та йодиду калію атомарного йоду в 
присутності фосфатного буферного розчину (рН=7,0) [105].
Активність ферментів-маркерів формування та резорбції кісток 
(лужної фосфатази, кислої фосфатази та її кісткової тартратрезистентної 
ізоформи) визначали кінетичним методом з використанням набору 
реактивів фірми «Ольвекс диагностикум» (Росія).
Концентрацію загального кальцію у плазмі крові та сечі визначали 
фотометрично з використанням набору реактивів фірми «Філісіт- 
Діагностика» (Україна). Са2+ у лужному середовищі реагують з о- 
крезолфталеїн комплексоном і утворюють забарвлений комплекс. 
Інтенсивність фіолетового забарвлення комплексу пропорціональна 
концентрації кальцію у дослідній пробі. Екскреція кальцію 
розраховували за умов спонтанного добового діурезу [101]. Щури 
знаходилися у метаболічних клітках з вільним доступом до води та 
корму.
Стан деполімеризації колагену визначали за вмістом у гомогенаті 
вільного оксипроліну [90]. Деполімеризацію інших (сіалоглікопротеїнів і 
протеогліканів) оцінювали шляхом визначення К-ацетилнейрамінової та 
гексуронових кислот відповідно [60, 100].
2.7. Визначення остеометричних характеристик кісток
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Виділяли та скелетували стегнові кістки та 3-ті поперекові хребці. 
Остеометрію виконували за допомогою мікрометра МК 0-25 з точністю 
до 0,01 мм [57, 58]. При дослідженні загальної довжини стегнової кістки 
вимірювали відстань від її головки до площини, що проходить через 
найнижчі точки латерального і медіального виростків. Визначали масу 
кісток шляхом зважування на вагах з точністю до 1 мг. Розраховували 
індекс Simon (SI), як співвідношення максимальної довжини кістки (для 
хребця -  висота його тіла) і кубічного кореня їхньої маси). SI є 
інтегративним показником ростових параметрів кісток, їх міцності і 
мінерального балансу [67, 274].
2.8. Визначення показників структурної композиції кісток
Визначали показники структурної композиції цілих сухих кісток, 
які кількісно відображають їхню щільність і мінеральну насиченість. 
Ступінь мінералізації кісткової речовини оцінювали за показником 
зольності. Ці параметри розраховували за формулами [88]: щільність = 
маса кістки / об’єм кістки; мінеральна насиченість = маса золи / об’єм 
кістки; зольність = маса золи / маса кістки х 100% .
Об’єм кісток визначали за допомогою градуйованої пробірки за 
об’ємом витісненої рідини. Озолення кісток проводили у муфельній печі 
при температурі 520°С протягом 12 годин.
2.9. Визначення біомеханічних характеристик кісток
Дослідження біомеханічних властивостей стегнової кістки 
проводили за 2-х точковою схемою (випробовування на лінійний 
розрив) та 3-х точковою схемою (випробовування на згин) з 
використанням машини розривної РМУ-0,05-1 з оцінкою розривного
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навантаження (міцності) та відносного подовження кісток (пружності), а 
також за 4-х точковою схемою (випробовування на згин) за допомогою 
деформаційної установки МРК-1 з розрахунком модулю Юнга, межі 
міцності, відносної залишкової деформації до руйнування та відносного 
видовження до руйнування.
Товщину і ширину зразків вимірювали за допомогою мікрометра 
МК 0-25 з похибкою ± 0,01 мм не менше ніж у трьох місцях поблизу 
середини діафіза стегнової кістки. Відстань між опорами вимірювали за 
допомогою штангенциркуля з похибкою ± 0,02 мм.
При випробовуванні на деформаційній установці МРК-1 
використовували пристрій, що забезпечував деформацію згину за 4-х 
точковою схемою навантаження. Зразок поміщали в робочу зону 
установки та здійснювали згин зі стабільною швидкістю 0,25±0,01 мм/хв 
до руйнування кістки. Процес деформації фіксувався на діаграмній 
стрічці при швидкості її руху 12 мм/хв за допомогою самописця КСП-4 в 
координатах «навантаження-прогин». Калібрування діаграми 
здійснювалося тарувальним вантажем масою 5 кг.
За діаграмою визначали модуль Юнга для згину (Е), межу 
пружності апр, межу міцності амц та відносне залишкове видовження 
крайніх волокон до руйнування 8 за стандартною методикою.
Модуль Юнга під час згину (Езг) в МПа обчислювали за 
формулою:
#  _ 0,135' І?у ■ ( | |  -Д )
 ̂ Ш3'ЩгШ0
де: Ь -  відстань між опорами, мм; Б2 -  навантаження, що відповідає 
величині відносної деформації крайніх волокон 0,3%, Н; Б1 -
навантаження, що відповідає величині відносної деформації крайніх 
волокон 0,1%, Н; Ь -  ширина зразка, мм; h -  товщина зразка, мм; Z2 -
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прогин зразка, який відповідає відносній деформації крайніх волокон 
0,3%, мм; г1 -  прогин зразка, який відповідає відносній деформації
крайніх волокон 0,1%, мм.




де: Ьу -  відстань між опорами, мм; h -  товщина зразка, мм; г -  прогин 
зразка, мм.
Межа пружності та міцності (або тимчасовий опір) 
розраховувалися за формулою:
а =F • Lvbh2
де: F -  навантаження, що відповідає відповідній межі, Н; Ь -  відстань
між опорами, мм; Ь -  ширина зразка, мм; h -  товщина зразка, мм.
Для розрахунку відносного видовження крайніх волокон до 
руйнування Єmax (характеристика пластичності матеріалу)
використовували максимальне значення прогину зразка.
Для визначення величини навантажень та стріли прогину за 
діаграмою деформації використовували масштаб за відповідними осями.
2.10. Статистична обробка результатів експерименту
Статистичні розрахунки проводили з використанням програми 
"StatisticSoft 6.0". Для перевірки розподілу на нормальність було 
застосовано розрахунок критерію w (Shapiro-Wilk test). Якщо варіаційні 
ряди відповідали нормальному розподілу, то для їхнього порівняння 
використовували критерій t (Student's t test) для незалежних вибірок. У 
разі, коли цифрові дані не підлягали нормальному розподілу,
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статистичну обробку здійснювали з використанням непараметричний 
методу -  U-тесту (Mann-Whitney test)
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РОЗДІЛ 3
МЕТАБОЛІЧНІ ТА БІОМЕХАНІЧНІ ПОРУШЕННЯ КІСТОК 
ЗА УМОВ ПОЄДНАНОГО НАДЛИШКОВОГО НАДХОДЖЕННЯ 
ФТОРИДУ ТА НІТРАТУ НАТРІЮ
3.1. Функціонування аргіназного та NO-синтазного шляхів 
метаболізму L-аргініну в крові та кістках щурів
L-аргінін -  амінокислота, що відіграє важливу роль в гомеостазі 
людини та інших ссавців. В організмі L-аргінін піддається 
ферментативному розщепленню за двома основними шляхами. Перший 
-NO-синтазний шлях метаболізму, який каталізується NO-синтазою. 
Виділяють три ізоформи NO-синтази: індуцибельну (iNOS),
нейрональну (nNOS) та ендотеліальну (eNOS) [164, 282]. Нейрональна та 
ендотеліальна NOS є Са2+ залежними ферментами, а iNOS -  Са2+ 
незалежною. Важливою особливістю останньої є те, що вона 
знаходиться здебільшого в клітинах макрофагального типу і активується 
підчас запалення. Спільним в діяльності NOS є продукти, що 
утворюються із L-аргініну за їхньої участі: L-цитрулін та NO. Останній є 
важливим біологічним регуляторним агентом, здатним розслабляти 
гладенькі м’язи судин, стимулюючи тим самим кровонаповнення 
органу. Але NO має і негативні риси, при його взаємодії із 
супероксидним аніон-радикалом відбувається синтез токсичного 
метаболіту -  пероксинітриту (ONOO-) [286]. Ця сполука здатна 
ініціювати пероксидне окиснення ліпідів клітинних мембран, наслідком 
чого є ушкодження клітини та її органел. Функціональний стан NO- 
синтазного шляху метаболізму L-аргініну детально вивчався в останнє 
десятиліття, але в останні роки все більшу увагу привертає до себе 
інший шлях метаболізму L-аргініну -  аргіназний. Цей шлях регулюється
70
іншою групою ферментів -  аргіназами, виділяють дві ізоформи аргінази: 
аргіназа-1 та аргіназа-2 [122]. При активації аргіназо-залежного 
метаболізму L-аргініну утворюється сечовина та L-орнітин. Аргінази та 
NOS є ферментами, що конкурують за спільний субстрат -  L-аргінін 
[117, 153]. Є дані про те, що аргінази в декілька разів активніші (за 
швидкістю реакції) за NOS. Але у фізіологічних умовах переважає NO - 
синтазний шлях метаболізму L-аргініну. Це пов’язано з гальмівним 
впливом одного із продуктів NO-синтазного шляху -  оксиду нітрогену. 
При достатній його кількості аргінази є менш неактивними [153].
Слід зазначити, що NO-синтазний шлях метаболізму L-аргініну є 
не єдиним джерелом ендогенного NO. Існує також і нітрат / 
нітритредуктазний шлях утворення NO, що є значно потужнішим [68, 
225, 243, 272]. Тому в останні роки проводяться досліди із вивчення 
функції цього шляху отримання NO в нормі та при різних патологічних 
станах. Активацію цього шляху проводять введенням в організм 
екзогенних нітратів [51-53, 68, 105]. При цьому йде їх перетворення 
спочатку у нітрити (NO2-), а потім із нітритів утворюється безпосередньо 
NO. Деякі речовини, наприклад, іони фтору при надлишковому 
надходженні здатні збільшувати генерацію супероксидних аніон- 
радикалів, створюючи при цьому умови, за яких NO йде не на виконання 
регуляторних функцій, а на утворення пероксинітриту [16, 19].
Аналіз результатів по вивченню в крові стану NO-синтазного та 
аргіназного шляху метаболізму L-аргініну (таблиця 3.1) при надмірній 
активації нітрат-нітрит редуктазного шляху утворення NO при введенні 
надлишкової кількості нітрату натрію показав зниження загальної 
аргіназної активності на 56% (p<0,01). Ці дані свідчать про те, що за 
умов наявності надлишку екзогенних нітратів нітрат-нітритредуктазна 
система бере на себе основне навантаження по синтезу NO, а оскільки
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останній наявний у великих кількостях, то аргіназний шлях інгібується 
[117, 153].
Таблиця 3.1
Функціональна активність шляхів метаболізму L-аргініну в крові 
щурів за умов надлишкового надходження фториду та нітрату
натрію ^ ± m )




Інтактні (п=10) 193,75±33,3 27,35±5,4
Введення нітрату 
натрію (п=14)





фториду та нітрату 
натрію (п=15)
104,19±14,12 *,**,*** 21,94±3,49 **,***
Примітки (у таблицях розділу 3):
1) * -  р<0,05 у порівнянні з даними 1-ї групи (інтактні тварини);
2) ** -  р<0,05 у порівнянні з даними 2-ї групи (після введення
нітрату натрію);
3) *** -  р<0,05 у порівнянні з даними 3-ї групи (після введення 
фториду натрію).
При введенні надлишкової кількості фториду натрію 
спостерігалось підвищення загальної активності NOS на 59% (p<0,01), 
але одночасно спостерігається зниження активності аргіназ на 80% 
(p<0,01). Ці зміни пояснюються з одного боку переходом частини NO в 
токсичний пероксинітрит [146], що призводить до активізації NOS; з 
іншого боку оскільки NOS та аргінази є конкурентами за L-аргінін, то
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надмірна активізація NOS призведе до відсутності субстрату у аргіназ 
[227]. При поєднаному надлишковому надходженні нітрату та фториду 
натрію загальна активність NOS знизилась на 46% (р<0,01) у той час як 
загальна активність аргінази статистично значуще не змінилась.
Тобто, хронічне надлишкове введення фториду натрію у кількості 
10 мг/кг підвищує загальну активність NOS, одночасно зменшуючи 
загальну активність аргіназ. При хронічному надлишковому введенні 
нітрату натрію у кількості 500 мг/кг загальна активність NOS 
статистично значуще не змінюється, а загальна активність аргіназ 
зменшується. Поєднана активація нітрат- / нітритредуктазної системи та 
дія фториду знижує загальну активність NOS, але статистично значуще 
не впливає на активність аргінази.
Нами проаналізовано загальну активність NOS у стегнових кістках 
щурів за умов експерименту (таблиця 3.2). У інтактних тварин величина 
сумарної активності цього ферменту у стегнових кістках становила 0,76 
±0,04 мкмоль NO 2 /гхв. Активність cNOS -  0,16±0,02 мкмоль NO ” /гхв.; 
iNOS -  0,60±0,04 мкмоль NO2 /гхв.
Нині відомо, що cNOS у кістках представлена eNOS та nNOS. 
Перша ізоформа експресується стромальними клітинами кісткового 
мозку, остеобластами, остеоцитами й остеокластами [228]. Експресію 
мРНК nNOS також виявлено у кістках [174], наприклад, у остеоцитах 
[160].
Введення нітрату натрію супроводжувалося у стегнових кістках 
зменшенням сумарної активності NOS та її конститутивної та 
індуцибельної ізоформ до 0,34±0,09; 0,09±0,03 та 0,26±0,07 мкмоль 
NO2 /гхв. відповідно, тобто на 55; 44 та 57%.
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Рис. 3.1. Активність NOS сумарна (А), cNOS (Б), iNOS (В) у 
стегнових кістках інтактних тварин (1); при введенні нітрату натрію (2), 
фториду натрію (3), поєднаному введенні нітрату та фториду натрію (4). 
Р<0,05 порівняно зі значеннями: * 1-ї групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
Це узгоджується з принципом циклічної організації механізмів 
авторегуляції рівня NO в тканинах ссавців, згідно з яким за 
фізіологічних умов NO синтезується у адекватній кількості тільки тоді, 
коли він є необхідним. При надлишковому утворення NO через нітрат / 
нітритредуктазний шлях роль NOS закономірно знижується [51, 225].
Застосування фториду натрію суттєво не позначалося у стегнових 
кістках на величині сумарної активності NOS та її індуцибельної 
ізоформи, проте достовірно зменшувало активність cNOS -  до 0,09±0,01 
мкмоль N 0 2 /гхв., тобто на 44%.
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Проте при поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве підвищення у стегнових кістках сумарної 
активності NOS (за рахунок збільшення активності iNOS). Величина 
загальної активності NOS за цих умов збільшувалася до 1,15±0,13 
мкмоль N 0 2 /гхв., що перевищувало результат 1-ї групи на 51%, 2-ї -  в 
3,4 раза, 3-ї -  на 62%.
Активність iNOS підвищувалася до 1,08±0,13 мкмоль N 0 2 /гхв., 
що перевищувало результат 1-ї групи на 80%, 2-ї -  в 4,2 раза, 3-ї -  на 
74%.
Звертає на себе увагу, що нітрат натрію на тлі одночасного 
введення фториду не включає фізіологічний механізм підтримки 
адекватного рівня NO (цикл оксиду азоту), при цьому роз’єднується 
функціонування двох його компонентів -  нітрат / нітритредуктазного та 
NO-синтазного. Раніше такий патерн порушення авторегуляції рівня NO 
у кістковій тканині відмічався при надлишковому введенні нітратів з 
відтворенням станів, що супроводжуються гіперекспресією iNOS 
(травматичний процес, експериментальний остеопороз) [30, 85].
Показники загальної аргіназної активності у стегнових кістках 
щурів за умов надлишкового надходження фториду та нітрату натрію 
наведено на рис. 3.2. У інтактних тварин величина сумарної активності 
цього ферменту у стегнових кістках становила 1,4±0,03 мкмоль/хвг 
білка.
Введення нітрату натрію супроводжувалося у стегнових кістках 
вірогідним підвищенням загальної аргіназної активності до 1,61±0,02 
мкмоль/хв г білка, тобто на 15%. Це узгоджується з поглядом на 
конкурентні відносини між NO-синтазним і аргіназним шляхами 
метаболізму L-аргініну, що реалізуються при фторидно -нітратній 
інтоксикації [16].
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Рис. 3.2. Загальна аргіназна активність у стегнових кістках 
інтактних тварин (1); при введенні нітрату натрію (2), фториду натрію 
(3), поєднаному введенні нітрату та фториду натрію (4). Р<0,05 
порівняно зі значеннями: * 1-ї групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
Застосування фториду натрію зменшувало значення цього 
показника до 0,78 ±0,03 мкмоль/хвг білка, що становить 44%. Це 
відповідає точці зору про фторид-іони як неконкурентні інгібітори 
аргінази [23, 257, 290].
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве зменшення у стегнових кістках загальної 
аргіназної активності до 0,65±0,04 мкмоль/хв г білка, що достовірно 
поступалося значенню 1-ї групи на 54%, 2-ї -  на 60%, 3-ї -  на 17%.
Тобто фторид-іони ефективно зменшують загальну аргіназну 
активність не тільки за умов їхньої окремої дії на кістки, але і при 
поєднаному впливі разом з метаболітами нітратів. Цьому може сприяти 
дизрегуляція циклу N0, що супроводжується неузгодженим 
підвищенням функціонування його нітрат / нітритредуктазного та N0 - 
синтазного компонентів. Закономірним наслідком гіперекспресії iN0S 
на тлі надлишкового утворення продуктів відновлення нітрат-іонів у
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тканинах стегнової кістки є збільшення концентрації АФН, зокрема, 
пероксинітриту.
На рис. 3.3 наведено результати визначення концентрації 
пероксинітритів лужних та лужно-земельних металів у стегнових кістках 
щурів за умов експерименту. У інтактних тварин значення цього 
показника у стегнових кістках становила 2,75±0,05 мкмоль/г.
Рис. 3.3. Концентрація пероксинітритів лужних та лужно­
земельних металів у стегнових кістках інтактних тварин (1); при 
введенні нітрату натрію (2), фториду натрію (3), поєднаному введенні 
нітрату та фториду натрію (4). Р<0,05 порівняно зі значеннями: * 1-ї 
групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
Введення нітрату натрію супроводжувалося вірогідним 
підвищенням концентрації пероксинітритів лужних та лужно -земельних 
металів до 3,03±0,06 мкмоль/г, тобто на 10%. Цей механізм, очевидно, 
не залежить від активності iNOS, яка зменшується за цих умов. Скоріше 
за все він пов’язаний з утворенням великої кількості N 0 внаслідок 
активації нітрат / нітритредуктазного шляху, або неферментативних 
механізмів метаболізму екзогенних нітратів [69, 71, 243]. За цих же умов 
значно підвищується генерація супероксидних аніон-радикалів різними
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джерелами (мітохондріями, мікросомами, НАДФН-оксидазою 
фагоцитів) [4, 17, 35].
Застосування фториду натрію також достовірно збільшувало 
значення цього показника -  до 2,92±0,04 мкмоль/ г.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве підвищення у стегнових кістках концентрації 
пероксинітритів лужних та лужно-земельних металів до 3,42±0,05 
мкмоль/г, що достовірно перевищувало результат 1-ї групи на 24%, 2-ї -  
на 13%, 3-ї -  на 17%.
Таким чином, поєднане введення фториду та нітрату натрію, на 
відміну від окремого застосування цих сполук, порушує механізм 
авторегуляції рівня N 0 в стегнових кістках щурів, збільшуючи 
активність загальної N0-синтази та її індуцибельної ізоформи на тлі 
зниження загальної аргіназної активності з подальшим підвищенням у 
тканинах концентрації пероксинітритів лужних та лужно-земельних 
металів, що свідчить про розвиток нітрозативного стресу.
3.2. Маркери формування та резорбції кісток за умов 
експерименту
Для оцінки процесів кісткового ремоделювання, особливо 
характеру резорбції та формування кісток, оцінювали активність 
маркерних ферментів у сироватці крові (табл. 3.2) -  лужної фосфатази 
(маркер формування кістки), а також кислої фосфатази та її тартрат- 
резистентної ізоформи (маркери резорбції).
У інтактних тварин величина активності лужної фосфатази у 
сироватці крові становила 307,8±11,1 од. акт. Активність кислої 




Показники формування та резорбції кісток у щурів за умов
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Застосування нітрату натрію суттєво не позначалося на величинах 
загальної активності лужної та кислої фосфатаз, але достовірно 
підвищувало активність татрат-резистентної кислої фосфатази -  до 
7,8±0,2 од. акт., тобто на 24%, що вказує на збільшення резорбції 
кісткової тканини.
Введення фториду натрію не супроводжувалося вірогідними 
змінами цих ферментів.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію активність 
лужної фосфатази суттєво не змінювалася, проте активність кислої 
фосфатази значно підвищувалася -  до 18,9±0,9 од. акт., що 
перевищувало результат 1-ї групи на 60%, 2-ї -  вдвічі, 3-ї -  на 54%. 
Активність татрат-резистентної кислої фосфатази збільшувалася до
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8,5±0,3 од. акт., що перевищувало значення 1-ї групи на 35%, 3-ї -  на 
33%.
При дослідженні показників обміну кальцію (концентрації 
загального кальцію у плазмі крові та сечі, екскреції кальцію нирками) в 
усій групах тварин вірогідні зміни були відсутні (таблиця 3.5).
Таблиця 3.3
Показники обміну кальцію у щурів за умов надлишкового






мкмоль/год /100 гКров Сеча
Інтактні 2,29±0,19 2,82±0,26 0,62±0,07
Введення нітрату натрію 2,34±0,28 2,78±0,22 0,64±0,06
Введення фториду 
натрію
2,19±0,20 2,86±0,25 0,55 ±0,11
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
2,25±0,29 2,89±0,25 0,61±0,11
Таким чином, поєднане надлишкове введення фториду та нітрату 
натрію виявляє високий кістковий обмін з підвищеною резорбцією, яка 
не компенсується реакцією формування кістки, що підтверджується 
збільшенням активності маркерних ферментів резорбції кісткової 
тканини порівняно з окремим призначенням цих токсикантів. Показники
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лужної фосфатази (маркеру формування кістки) та обміну кальцію 
істотно не змінюються.
.3. Закономірності деполімеризації оіополімерів органічного 
матриксу кісткової тканини
У нашому дослідженні ми оцінювали у гомогенаті стегнових 
кісток і хребців рівень деполімеризації колагену (колагеноліз), 
протеогліканів і глікопротеїнів за вмістом їхніх мономерів: вільного 
оксипроліну, гексуронових кислот та N-ацетилнейрамінової кислоти 
(NANA) відповідно.
На рис. 3.4 наведено результати визначення концентрації вільного 
оксипроліну за умов експерименту. У інтактних щурів значення цього 
показника у стегнових кістках і хребцях становила 3,64±0,10 та 
3,98±0,13 мкмоль/г.
А Б
Рис. 3.4. Концентрація вільного оксипроліну в стегнових кістках 
(А) і хребцях (Б) інтактних тварин (1); при введенні нітрату натрію (2), 
фториду натрію (3), поєднаному введенні нітрату та фториду натрію (4). 




Призначення нітрату та фториду натрію суттєво не позначалося на 
величинах цього показника як у стегнових кістках, так і в хребцях.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію
спостерігалося суттєве підвищення у стегнових кістках концентрації 
вільного оксипроліну до 4,14±00,09 мкмоль/г, що вірогідно 
перевищувало результат 1-ї групи на 13,7%, 3-ї -  на 14%. За цих умов 
вміст вільного оксипроліну в хребцях збільшувався до 4,69±0,16 
мкмоль/г, що достовірно перевищувало значення 1-ї групи на 18%, 2-ї -  
на 16%, 3-ї -  на 21%. Ці результати свідчать про суттєву активацію 
колагенолізу в кістках при поєднаному введенні фториду та нітрату 
натрію, чого не спостерігалося при окремому призначенні токсикантів.
На рис. 3.5 наведено результати визначення концентрації 
гексуронових кислот за умов експерименту. У інтактних тварин 
значення цього показника у стегнових кістках і хребцях становила 
1,97±0,23 та 2,17±0,26 мкмоль/г.
А Б
Рис. 3.5. Концентрація гексуронових кислот у стегнових кістках 
(А) і хребцях (Б) інтактних тварин (1); при введенні нітрату натрію (2), 
фториду натрію (3), поєднаному введенні нітрату та фториду натрію (4). 
Р<0,05 порівняно зі значеннями: * 1-ї групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
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Призначення нітрату та фториду натрію суттєво не позначалося на 
величинах цього показника як у стегнових кістках, так і в хребцях.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве підвищення у стегнових кістках концентрації 
гексуронових кислот до 2,98±0,17, що вірогідно перевищувало результат 
1-ї групи на 51%, 2-ї -  на 41%, 3-ї -  на 54%. За цих умов вміст вільного 
оксипроліну в хребцях збільшувався до 3,18±0,16 мкмоль/г, що 
достовірно перевищувало значення 1 -ї групи на 47%, 2-ї -  на 42%, 3-ї -  
на 57%. Ці результати свідчать про надмірну деполімеризацію 
протеогліканів у кістках при поєднаному введенні фториду та нітрату 
натрію, чого не спостерігалося при окремому призначенні токсичних 
агентів.
На рис. 3.6 наведено результати визначення концентрації N - 
ацетилнейрамінової кислоти за умов експерименту. У інтактних тварин 
значення цього показника у стегнових кістках і хребцях становила 
2,20±0,20 та 2,28±0,29 мкмоль/г.
А Б
Рис. 3.6. Концентрація ^ацетилнейрамінової кислоти у стегнових 
кістках (А) і хребцях (Б) інтактних тварин (1); при введенні нітрату 
натрію (2), фториду натрію (3), поєднаному введенні нітрату та фториду 
натрію (4). Р<0,05 порівняно зі значеннями: * 1-ї групи, ** 2-ї групи, *** 
3-ї групи.
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Призначення нітрату та фториду натрію суттєво не позначалося на 
величинах цього показника як у стегнових кістках, так і в хребцях.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве підвищення у стегнових кістках концентрації 
NANA до 3,73±0,22, що вірогідно перевищувало результат 1-ї групи на 
69,5%, 2-ї -  на 60,8%, 3-ї -  на 77,6%. За цих умов вміст вільного 
оксипроліну в хребцях збільшувався до 3,88±0,20 мкмоль/г, що 
достовірно перевищувало значення 1-ї групи на 70%, 2-ї -  на 60%, 3-ї -  
на 75,6%. Одержані результати свідчать про надмірну деполімеризацію 
сіалоглікопротеїнів у кістках при поєднаному введенні фториду та 
нітрату натрію, чого не спостерігалося при окремому призначенні 
хімічних сполук.
Таким чином, за умов поєднаного надмірного надходження у 
організм фториду та нітрату натрію суттєво збільшується колагеноліз та 
деполімеризація протеогліканів і сіалоглікопротеїнів у стегнових кістках 
і хребцях, що не спостерігається при окремому введенні названих 
агентів.
3.4. Дослідження остеометричних характеристик кісток
У нашій роботі ми дослідили остеометричні характеристики 
стегнових кісток і 3-х поперекових хребців щурів: їхню максимальну 
довжину (висоту тіла хребця), масу та індекс Simon (SI), який інтегрує 
ростові параметри кісток, їхню міцність та мінеральний баланс [67, 274].
На рис. 3.7 наведено результати визначення остеометричних 
показників стегнової кістки за умов експерименту. У інтактних щурів 
максимальна довжина кістки становила 35,4±0,4 мм, маса нативної 
кістки -  569,2±8,0 мг, SI -  4,28±0,04.
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Рис. 3.7. Остеометричні характеристики стегнової кістки: її 
максимальна довжина (А), маса (Б), БІ (В) у інтактних тварин (1); при 
введенні нітрату натрію (2), фториду натрію (3), поєднаному введенні 
нітрату та фториду натрію (4). Р<0,05 порівняно зі значеннями: * 1-ї 
групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
Введення фториду натрію призводило до вірогідного підвищення 
маси нативної стегнової кістки -  до 593,0±5,9 мг (на 4,2%) без істотних 
змін максимальної її довжини та SI.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію величини 
максимальної довжини стегнової кістки достовірно не змінювалися. 
Маса кістки зменшувалася до 502,6±2,9 мг, що достовірно поступалося 
значенню 1-ї групи на 11,7%, 2-ї -  на 10%, 3-ї -  на 15,2%. При цьому
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показник SI підвищувався до 4,50±0,03, що вірогідно перевищувало 
результат 1-ї групи на 5,1%, 2-ї -  на 3,4%, 3-ї -  на 3,2%. Такі зміни SI 
вказують на зменшення міцності цієї кістки.
На рис. 3.8 наведено результати визначення остеометричних 
показників 3-го поперекового хребця. У інтактних щурів висота тіла 
хребця становила 6,4±0,1 мм, маса нативного хребця -  200,1±4,7 мг, SI -  
1,08±0,01.





Рис. 3.8. Остеометричні характеристики 3-го поперекового хребця: 
висота тіла хребця (А), маса (Б), БІ (В) у інтактних тварин (1); при 
введенні нітрату натрію (2), фториду натрію (3), поєднаному введенні
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нітрату та фториду натрію (4). Р<0,05 порівняно зі значеннями: * 1-ї 
групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
Введення фториду натрію вірогідно зменшувало висоту тіла 
хребця до 5,9±0,1 мм (на 7,8%) без істотних змін його маси. SI 
знижувався до 1,00±0,01 (на 7,4%) порівняно з результатом інтактних 
тварин.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію висота тіла 
хребця становила 6,4±0,1 мм, що на 8,5% перевищувало дані 3 -ї групи.
Маса нативного хребця зменшувалася до 174,1±2,7 мг, що 
вірогідно було менше, ніж результат 1-ї групи на 13%, 2-ї -  на 9,1%, 3-ї -  
на 15,7%. Показник SI збільшувався до 1,15±0,01, що достовірно 
перевищувало результат 1-ї групи на 6,5%, 2-ї -  на 4,5%, 3-ї -  на 15%. 
Такі зміни SI вказують на зменшення міцності цієї кістки.
Таким чином, за умов поєднаного надмірного надходження у 
організм фториду та нітрату натрію змінюються остеометричні 
характеристики стегнової кістки та 3-го поперекового хребця: 
зменшується їхня маса при збільшенні індексу Simon, що свідчить про 
розвиток остеопенії.
.5. Дослідження показників структурної композиції кісток та 
•• • •їхніх біомеханічних характеристик
На рис. 3.9 наведено результати визначення показників 
структурної композиції стегнової кістки за умов експерименту. У 
інтактних щурів її щільність становила 0,92±0,02 г/см3, мінеральна 
насиченість -  0,51±0,02 г/см3, зольність -  55,2±1,9%.





Рис. 3.9. Кількісні показники структурної композиції стегнової 
кістки: її щільність (А), мінеральна насиченість (Б), зольність (В) у 
інтактних тварин (1); при введенні нітрату натрію (2), фториду натрію 
(3), поєднаному введенні нітрату та фториду натрію (4). Р<0,05 
порівняно зі значеннями: * 1-ї групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
Введення фториду натрію вірогідно підвищувало щільність кістки 
до 1,10±0,04 г/см3 (на 19,6%) без істотних параметрів мінеральної 
насиченості та зольності порівняно з результатом інтактних тварин.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве зменшення щільності стегнової кістки -  до 
0,74±0,03 г/см3, що вірогідно поступалося даним 1-ї групи на 19,6%, 2-ї -  
на 20,4%, 3-ї -  на 32,7%. Саме за цих умов достовірно знижувалася
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мінеральна насиченість -  до 0,39±0,03 г/см3, тобто на 23,5% порівняно зі 
значенням інтактних тварин. Показник зольності вірогідно не 
змінювався.
Дослідження біомеханічних властивостей стегнової кістки за умов 
експерименту проводили за 2-х точковою схемою (випробовування на 
лінійний розрив) та 3-х точковою схемою (випробовування на згин) з 
використанням машини розривної РМУ-0,05-1 з оцінкою розривного 
навантаження (міцності) та відносного подовження кісток (пружності), а 
також за 4-х точковою схемою (випробовування на згин) за допомогою 
деформаційної установки МРК-1 з розрахунком модулю Юнга, межі 
міцності, відносної залишкової деформації до руйнування та відносного 
видовження до руйнування.
У таблиці 3.4 наведено дані щодо оцінки біомеханічних 
властивостей стегнової кістки за умов надлишкового надходження 
фториду та нітрату натрію з використанням машини розривної РМУ- 
0,05-1.
Таблиця 3.4
Оцінка біомеханічних властивостей стегнової кістки за умов 
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію 
з використанням машини розривної РМУ-0,05-1
(М±m, п=20)
Характер випробовування
На лінійний розрив На згин
Групи
(за 2-х точковою схемою) (за 3-х точковою схемою)
Розривне Відносне Розривне Відносне
навантаження, подовження, навантаження, подовження,
Н % Н %
1 2 3 4 5
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Продовження табл. 3.4
1 2 3 4 5
Інтактні 104,2±1,8 20,2±0,3 117,2±2,3 12,2±0,4
Введення нітрату 
натрію

















Призначення нітрату натрію суттєво не позначалося на величинах 
цих параметрів.
Введення фториду натрію вірогідно підвищувало розривне 
навантаження за 2-х точковою схемою (лінійний розрив), але суттєво не 
позначалося на інших показниках біомеханічних властивостей стегнової 
кістки.
При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве зменшення розривного навантаження при 
лінійному розриві та на згин, що вірогідно поступалося відповідним 
даним 1-ї групи на 39,2 та 34%, 2-ї -  на 38 та 35,9%, 3-ї -  на 42,7 та 
32,6%. За цих умов відносне подовження кісток при лінійному розриві 
було достовірно менше значень 1-ї групи на 6,4%, 3-ї -  на 10,8%. 
Відносне подовження кісток при випробовуванні на згин вірогідно 
поступалося результату 1-ї групи на 29,5%, 2-ї -  на 27,7%, 3-ї -  на 
23,2%.
90
При оцінці біомеханічних властивостей стегнової кістки за умов 
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію при 
випробовуванні на згин за 4-х точковою схемою за допомогою 
деформаційної установки МРК-1 (таблиця 3.5) було виявлено вірогідне 
зменшення модулю пружності Юнга для згину 23,9% порівняно з 
результатами інтактної групи. Показники межі пружності та міцності, 
відносного видовження крайніх волокон до руйнування суттєво не 
змінювалися.
Таблиця 3.5
Оцінка біомеханічних властивостей стегнової кістки за умов 
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію 
при випробовуванні на згин за 4-х точковою схемою за допомогою 




















2155,7±56,5 * 52,1±4,2 57,7±5.3 4,1±0,5
На рис. 3.12 наведено результати визначення показників 
структурної композиції хребців за умов експерименту. У інтактних 
щурів їхня щільність становила 1,28±0,02 г/см3, мінеральна насиченість 
-  0,69±0,04 г/см3, зольність -  53,8±2,6.
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Призначення нітрату натрію суттєво не позначалося на величинах 
цих параметрів.
Введення фториду натрію вірогідно підвищувало щільність 
хребців до 1,36±0,01 г/см3 (на 6%) без істотних змін мінеральної 




Рис. 3.12. Кількісні показники структурної композиції хребців: 
їхня щільність (А), мінеральна насиченість (Б), зольність (В) у інтактних 
тварин (1); при введенні нітрату натрію (2), фториду натрію (3), 
поєднаному введенні нітрату та фториду натрію (4). Р<0,05 порівняно зі 
значеннями: * 1-ї групи, ** 2-ї групи, *** 3-ї групи.
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При поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
спостерігалося суттєве зменшення щільності хребців -  до 1,11±0,04 
г/см3, що поступалося даним 1-ї групи на 13,3%, 3-ї -  на 18,4%. При 
цьому достовірно знижувалася мінеральна насиченість -  до 0,57±0,02 
г/см3, що вірогідно поступалося даним 1-ї групи на 17,4%, 3-ї -  на 19,7%. 
Показник зольності вірогідно не змінювався.
Таким чином, за умов поєднаного надмірного надходження у 
організм фториду та нітрату натрію, на відміну від окремого 
застосування цих сполук, зменшується щільність та мінеральна 
насиченість стегнових кісток і хребців, знижується міцність і пружність 
стегнових кісток (при лінійному розриві та при випробовуванні на згин).




ВПЛИВ ІНГІБІТОРІВ ТРАНСКРИПЦІЙНИХ ЧИННИКІВ
AP-1 ТА NF-kB НА МЕТАБОЛІЧНІ ТА БІОМЕХАНІЧНІ 
ПОРУШЕННЯ КІСТКОВОЇ ТКАНИНИ ЗА УМОВ ПОЄДНАНОГО 
НАДЛИШКОВОГО НАДХОДЖЕННЯ ФТОРИДУ ТА НІТРАТУ
НАТРІЮ
4.1. Вплив інгібіторів транскрипційних чинників AP-1 та NF- 
kB на функціонування аргіназного та NO-синтазного шляхів 
метаболізму L-аргініну в кістковій тканині щурів
У п. 3.1 нами показано, що поєднана дія нітрату та фториду натрію 
призводить до дизрегуляторних змін активності ферментів окисного 
(NO-синтазного) та неокисного (аргіназного) шляхів метаболізму L- 
аргініну в крові та кістках різних відділів скелету щурів. Такі зміни, як 
правило, супроводжується розвитком окисно-нітрозативного стресу [16],
Примітно, що надлишкова дія нітратів та фторидів сприяє 
активації редоксчутливих факторів транскрипції, що контролюють 
біосинтез прозапальних і прооксидантних чинників , у тому числі 
індуцибельної NOS (iNOS) [18]. Доведеним є вплив AP-1 і NF-kB на 
процес ремоделювання кісткової тканини [118, 203].
У таблиці 4.1 наведено дані щодо впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB на загальну активність NOS у 
стегнових кістках щурів за умов надлишкового надходження фториду та 
нітрату натрію.
Так, введення інгібітора активації транскрипційного чинника AP-1 
SR 11302 зменшувало сумарну активність NOS та активність її 




Вплив інгібіторів транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB на 
загальну активність NOS та аргінази у стегнових кістках щурів 
за умов надлишкового надходження фториду та нітрату натрію
(M+m, n=25)
Групи



























































Примітки (у таблицях розділу 4):
1) * -  р<0,05 у порівнянні з даними 1-ї групи (інтактні тварини);
2) ** -  р<0,05 у порівнянні з даними 4-ї групи (після сукупного 
введення фториду та нітрату натрію).
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Активність cNOS збільшувалася вдвічі, загальна аргіназна 
активність -  на 88% порівняно з результатами 4-ї групи.
Призначення інгібітора ядерної транслокації NF-kB ПДТК 
зменшувало сумарну активність NOS та активності iNOS на 74 та 86% 
відповідно порівняно з результатами 4-ї групи. Активність cNOS 
збільшувалася в 2,1 раза, загальна аргіназна активність -  на 95% 
порівняно з результатами 4-ї групи.
Нещодавно показана здатність кверцетину пригнічувати 
убіквітинзалежний протеоліз комплексу NF-kB з інгібіторним білком 
ІкВ [204]. Відсутність деградації ІкВ під дією протеасоми 
унеможливлює експресію NF-кВ-підконтрольних генів [221]. Тобто 
кверцетин також може вважатися інгібітором активації NF-кВ.
Введення водорозчинну форму кверцетину також зменшувало 
сумарну активність NOS та активності iNOS на 80 та 89% відповідно 
порівняно з результатами 4-ї групи. Активність cNOS істотно не 
змінювалася, загальна аргіназна активність збільшувалася вдвічі 
порівняно з результатами 4-ї групи.
Примітно, що за умов введення SR 11302, ПДТК та водорозчинної 
форми кверцетину суттєво знижувалася концентрація пероксинітритів 
лужних та лужно-земельних металів (рис. 4.1) -  до 3,14±0,06; 3,05±0,04 
та 3,12±0,05 мкмоль/г відповідно, тобто на 8; 11 та на 9% порівняно з 
результатами 4-ї групи.
Таким чином, інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB 
(SR 11302, амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна форма 
кверцетину) відновлюють за умов поєднаного введення фториду та 
нітрату натрію механізм авторегуляції рівня NO в стегнових кістках 
щурів, зменшуючи активність NO-синтази (загальну та її індуцибельної 
ізоформи) при реципрокному збільшенні загальної аргіназної 
активності, та обмежуючи утворення пероксинітриту.
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Рис. 4.1. Концентрація пероксинітритів лужних та лужно-земельних 
металів у стегнових кістках інтактних тварин (1); при поєднаному 
введенні нітрату та фториду натрію (2); при введенні за цих умов SR 
11302 (3); амонію піролідиндитіокарбамату (4); водорозчинної форми 
кверцетину (5). Р<0,05 порівняно зі значеннями: * 1-ї групи, ** 4-ї 
групи.
4.2. Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF- 
кВ на маркери формування та резорбції кісток за умов 
експерименту
У таблиці 4.2 наведено дані щодо впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB на показники формування та 
резорбції кісток у щурів за умов надлишкового надходження фториду та 
нітрату натрію.
Так, введення БЯ 11302 зменшувало активність кислої фосфатази 
та її татрат-резистентної ізоформи до 12,8±0,8 та 6,8±0,6 од. акт. 
відповідно, що на 32 та 20% поступалося значенню 4-ї групи. Це 
свідчить про обмеження під дією інгібітора активації транскрипційного
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чинника АР-1 процесу резорбції кісток. Активність лужної фосфатази за 
цих умов істотно не змінювалася.
Таблиця 4.2
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB на 
показники формування та резорбції кісток у щурів за умов
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію (М±т, п=25)
Групи











Інтактні 307,8±11,1 11,8±0,7 6,3±0,3
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
299,2±18,5 18,9±0,9 * 8,5±0,3 *
+ введення SR 11302 301,4±17,3 12,8±0,8 ** 6,8±0,6 **
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамату




312,1±14,0 13,1±0,8 ** 7,0±0,4 **
Призначення ПДТК такоє знижувало активність кислої фосфатази 
та її татрат-резистентної ізоформи до 12,2±0,6 та 6,5±0,3 од. акт. 
відповідно, що на 35,4 та 23,5% було нижчим за результат 4-ї групи. 
Активність лужної фосфатази за цих умов також істотно не
змінювалася.
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Застосування водорозчинної форми кверцетину зменшувало 
активність кислої фосфатази та її татрат-резистентної ізоформи до 
13,1±0,8 та 7,0±0,4 од. акт. відповідно, що на 30,7та 17,6% поступалося 
значенню 4-ї групи. Активність лужної фосфатази не зазнавала суттєвих 
змін.
Таким чином, інгібітори транскрипційних чинників АР-1 та КР-кВ 
(SR 11302, амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна форма 
кверцетину) зменшують активність ферментів-маркерів резорбції кістки 
(кислої фосфатази та її кісткової ізоформи) за умов поєднаного введення 
фториду та нітрату натрію, але не впливають на активність ферменту- 
маркеру формування кістки (лужної фосфатази).
4.3. Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF- 
кВ на деполімеризацію біополімерів органічного матриксу кісткової 
тканини
Нині відомою є неоднозначна роль редоксчутливих 
транскрипційних чинників у експресії матриксних металопротеїназ 
(ММП), зокрема, колагенази. Промоторна ділянка низки ММП містить у 
своєму складі деякі функціональні місця зв'язування енхансером, такі як 
АР-1 та №-кВ сайти [270].
Показано, що експресія c-Fos та с^ип може більшувати 
транскрипцію промотору / репортера колагенази. Так, домінантно- 
негативні мутанти А-Роб і А-АТР2 знижували активність колагеназного 
промотора [284]. У той же час АР-1 здатний пригнічувати експресію 
деяких матриксних металопротеїназ, зокрема, 2/9 [320].
У таблиці 4.3 наведено результати дослідження впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників AP-1 та КР-кВ на вміст вільного
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оксипроліну, маркерного продукту колагенолізу, в кістках щурів за умов 
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію.
Застосування БЯ 11302 за умов поєднаного введення фториду та 
нітрату натрію вірогідно зменшувало концентрацію вільного 
оксипроліну в стегнових кістках та хребцях на 7,7 та 12,2% відповідно 
порівняно з результатами 4-ї групи.
Таблиця 4.3
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB на 
концентрацію вільного оксипроліну в кістках щурів за умов






фториду та нітрату 
натрію
4,14±0,09 * 4,69±0,16 *
+ введення SR 11302 3,82±0,09 ** 4,12±0,16 **
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамат
у






Раніше було показано, що застосування БЯ 11302 за умов 
ліпополісахарид-індукованої системної запальної відповіді знижує у 
кістковій тканині пародонта деполімеризацію колагену, протеогліканів 
та сіалоглікопротеїнів, що супроводжується обмеженням резорбцію 
альвеолярного відростка щелеп [37].
Призначення інгібітора ядерної транслокації ОТ-кВ ПДТК 
зменшувало вміст вільного оксипроліну в стегнових кістках та хребцях 
на 9,4 та 13,6% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
Нещодавно при дослідженні тканин шкіри було виявлено, що дія 
ПДТК за умов 30-денної інтоксикації нітратом натрію на тлі обмеження 
проявів окисно-нітрозативного стресу покращує регенераторні та 
біомеханічні властивості зразків (підвищує активність 
орнитіндекарбоксилази, обмежує колагеноліз і деполімеризацію 
глікозаміногліканів, збільшує їхню міцність і еластичність) [92]. 
Подібна дія на тканини шкіри притаманна також водорозчинній формі 
кверцетину (корвітину) [93, 96].
За нашими даними, введення водорозчинної форми кверцетину 
також знижувало вміст вільного оксипроліну в стегнових кістках (на 
8,2%) порівняно з результатами 4-ї групи, але суттєво не впливало на 
зміни цього показника в гомогенаті хребців.
У таблиці 4.4 наведено результати дослідження впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників АР-1 та КБ-кВ на вміст гексуронових кислот, 
маркерів деполімеризації протеогліканів, у кістках щурів за умов 
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію.
Застосування БЯ 11302 за цих умов вірогідно зменшувало 
концентрацію гексуронових кислот у стегнових кістках та хребцях на 
29,2 та 28% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
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Таблиця 4.4
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB на 
концентрацію гексуронових кислот в кістках щурів за умов 
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію (М±т, п=25)
Групи




фториду та нітрату 
натрію
2,98±0,17 * 3,18±0,16 *
+ введення SR 11302 2,11±0,22 ** 2,29±0,23 **
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамату




2,16±0,15 ** 2,31±0,20 **
Призначення ПДТК за умов експерименту зменшувало вміст 
гексуронових кислот у стегнових кістках і хребцях на 31 та 30,5% 
відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
Введення водорозчинної форми кверцетину за цих умов також 
знижувало концентрацію гексуронових кислот у стегнових кістках і 
хребцях на 27,5 та 27,4% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
У таблиці 4.5 наведено результати дослідження впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників АР-1 та КР-кВ на вміст N  
ацетилнейрамінової кислоти, маркерного продукту деполімеризації
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сіалоглікопротеїнів, в кістках щурів за умов надлишкового надходження 
фториду та нітрату натрію.
Застосування SR 11302 за цих умов вірогідно зменшувало 
концентрацію NANA у стегнових кістках та хребцях на 37,8 та 39,2% 
відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
Таблиця 4.5
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB на 
концентрацію N-ацетилнеираміновоі кислоти в кістках щурів за 







фториду та нітрату 
натрію
3,73±0,22 * 3,88±0,20 *
+ введення SR 11302 2,32±0,18 ** 2,36±0,12 **
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамату




2,33±0,14 ** 2,40±0,15 **
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Призначення ПДТК за умов експерименту зменшувало вміст 
NANA у стегнових кістках і хребцях на 39,4 та 39,7% відповідно 
порівняно з результатами 4-ї групи.
При цьому введення водорозчинної форми кверцетину також 
знижувало концентрацію NANA у стегнових кістках і хребцях на 37,5 та 
38,1% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
Таким чином, інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB 
(SR 11302, амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна форма 
кверцетину) є ефективними засобами обмеження деполімеризації 
колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) 
тканини стегнових кісток і хребців за умов поєднаного введення 
фториду та нітрату натрію.
4.4. Вплив інгібіторів транскрипційних чинників AP-1 та NF- 
кВ на остеометричні характеристики кісток
У таблиці 4.6 наведено результати дослідження впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB на остеометричні 
характеристики стегнової кістки за умов надлишкового надходження 
фториду та нітрату натрію.
Застосування SR 11302 за цих умов вірогідно підвищувало масу 
стегнової кістки (на 11,5%), але суттєво не змінювало значення її 
максимальної довжини та показника SI порівняно з результатами 4-ї 
групи.
Призначення ПДТК за умов експерименту достовірно збільшувало 
показник максимальної довжини стегнової кістки та її масу (на 13%) 
порівняно з результатами 2-ї групи, але істотно не позначалося на SI 
порівняно з результатами 4-ї групи.
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Введення водорозчинної форму кверцетину за цих умов також 
збільшувало показник максимальної довжини стегнової кістки, її масу 
(на 12%) порівняно з результатами 4-ї групи.
Таблиця 4.6
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB 
на остеометричні характеристики стегнової кістки за умов









Інтактні 35,4±0,4 569,2±8,0 4,28±0,04
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
35,8±0,3 502,6±2,9 * 4,50±0,03 *
+ введення SR 11302 36,7±0,4 560,4±7,0 ** 4,45±0,05 *
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамату




36,8±0,2 *,** 563,0±7,2 ** 4,46±0,03 *
У таблиці 4.7 наведено результати дослідження впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників АР-1 та КР-кВ на остеометричні 
характеристики 3-го поперекового хребця за умов надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію.
Застосування SR 11302 за цих умов вірогідно підвищувало масу 
нативного хребця (на 9,3%), зменшувало показник SI (на 4,3%), але
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суттєво не змінювало значення висоти тіла хребця порівняно з 
результатами 4-ї групи.
Таблиця 4.7
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB 
на остеометричні характеристики 3-го поперекового хребця 









Інтактні 6,4±0,1 200,1±4,7 1,08±0,01
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
6,4±0,1 174,1±2,7 * 1,15±0,01 *
+ введення SR 11302 6,3±0,1 190,3±5,9 ** 1,1±0,01 **
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамату




6,4±0,1 194,9±4,8 ** 1,1±0,02
Призначення ПДТК за умов експерименту також достовірно 
збільшувало масу нативного хребця (на 12,8%), зменшувало показник SI 
(на 6,1%), але суттєво не змінювало значення висоти тіла хребця 
порівняно з результатами 4-ї групи.
Введення водорозчинної форму кверцетину за цих умов 
підвищувало масу нативного хребця (на 11,9%), але не впливало на 
висоту тіла хребця та величину SI.
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Таким чином, інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB 
(SR 11302, амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна форма 
кверцетину) нормалізують масу стегнових кісток і хребців за умов 
поєднаного введення фториду та нітрату натрію, при цьому SR 11302 і 
амонію піролідиндитіокарбамат збільшують міцність хребців, про що 
свідчить зменшення остеометричного індексу Simon.
4.5. Вплив інгібіторів транскрипційних чинників AP-1 та 
NF-kB на показники структурної композиції кісток та їхні 
біомеханічні характеристики
У таблиці 4.8 наведено результати дослідження впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB на кількісні показники 
структурної композиції стегнової кістки за умов надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію.
Таблиця 4.8
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB 
на кількісні показники структурної композиції стегнової кістки 









1 2 3 4
Інтактні 0,92±0,02 0,51±0,02 55,2±1,9
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Продовження табл. 4.8
1 2 3 4
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
0,74±0,03 * 0,39±0,03 * 53,4±4,5
+ введення SR 11302 0,90±0,03 ** 0,47±0,02 ** 52,2±1,8
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамату




0,88±0,02 ** 0,47±0,03 53,7±4,8
Застосування SR 11302 за цих умов вірогідно підвищувало 
щільність і мінеральну насиченість стегнової кістки: на 21,6 та 20,5% 
відповідно, але суттєво не змінювало показник зольності порівняно з 
результатами 4-ї групи.
Призначення ПДТК за умов експерименту також достовірно 
збільшувало щільність і мінеральну насиченість стегнової кістки: на 25,7 
та 25,6% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи. Показник 
зольності не змінювався.
Введення водорозчинної форму кверцетину за цих умов також 
підвищувало щільність стегнової кістки (на 18,9%), але суттєво не 
змінювало величини мінеральної насиченості та зольності порівняно з 
результатами 4-ї групи.
У таблиці 4.9 наведено результати дослідження впливу інгібіторів 
транскрипційних чинників АР-1 та КБ-кВ на біомеханічні властивості 
стегнової кістки за 2-х точковою схемою (випробовування на лінійний 
розрив) та 3-х точковою схемою (випробовування на згин) за умов
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надлишкового надходження фториду та нітрату натрію з використанням 
машини розривної РМУ-0,05-1
Застосування SR 11302 за цих умов вірогідно підвищувало 
розривне навантаження при лінійному розриві та дослідженні на згин на 
29,7 та 19,3% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи. Відносне 
подовження кісток при випробовуванні на лінійний розрив і згин 
достовірно перевищувало відповідні значення 4-ї групи на 9 та 11,6 %.
Таблиця 4.9
Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB 
на біомеханічні властивості стегнової кістки за умов 
надлишкового надходження фториду та нітрату натрію 
при дослідженні на машині розривній РМУ-0,05-1 (М±т, п=25)
Характер випробовування
На лінійний розрив На згин
Групи
(за 2-точковою схемою) (за 3-точковою схемою)
Розривне Відносне Розривне Відносне
навантаження, подовження, навантаження, подовження,
Н % Н %
1 2 3 4 5
Інтактні
104,2±1,8 20,2±0,3 117,2±2,3 12,2±0,4
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
63,4±2,8 * 18,9±0,3* 77,4±2,7 * 8,6±0,2*
+ введення SR 
11302
82,2±2,5 *,** 20,6±0,3 ** 92,3±3,1 *,** 9,6±0,3 *,**
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Продовження табл. 4.9








79,7±2,3 *,** 19,7±0,4 99,8±3,8 *,** 9,2±0,4 *
Призначення ПДТК за умов експерименту також достовірно 
збільшувало розривне навантаження при лінійному розриві та на згин на 
35,3 та 23,5% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи. Відносне 
подовження кісток при випробовуванні на лінійний розрив і згин було 
більшим, ніж значення 4-ї групи на 7,9 та 18,6 %.
При введенні водорозчинної форму кверцетину за цих умов 
розривне навантаження при лінійному розриві та на згин перевищувало 
відповідні значення 4-ї групи на 25,7 та 28,9%. Проте відносне 
подовження кісток при випробовуванні на лінійний розрив і згин істотно 
не відрізнялося від даних 4-ї групи.
При оцінці біомеханічних властивостей стегнової кістки за умов 
призначення ПДТК при надмірному надходженні фториду та нітрату 
натрію при випробовуванні на згин за 4-х точковою схемою за 
допомогою деформаційної установки МРК-1 (таблиця 4.10) було 
виявлено вірогідне підвищення модулю пружності Юнга на 19,8% 
порівняно з результатами 4-ї групи. Проте показники межі пружності та 
міцності, відносного видовження крайніх волокон до руйнування 
суттєво не змінювалися.
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Вплив інгібітора транскрипційного чинника NF-кB на біомеханічні 
властивості стегнової кістки за умов надлишкового надходження 
фториду та нітрату натрію при випробовуванні на згин 



























** 44,5±5,7 59,6±4.5 3,3±0,2
У таблиці 4.11 наведено результати дослідження впливу 
інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та КБ-кВ на кількісні 
показники структурної композиції хребців за умов надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію.
Застосування SR 11302 за цих умов вірогідно підвищувало 
щільність і мінеральну насиченість хребців: на 12,6 та 15,8% відповідно, 




Вплив інгібіторів транскрипційних чинників АР-1 та NF-кB 
на кількісні показники структурної композиції хребців за умов 








Інтактні 1,28±0,02 0,69±0,04 53,8±2,6
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
1,11±0,04 * 0,57±0,02 * 51,9±2,9
+ введення SR 11302 1,25±0,03 ** 0,66±0,03 ** 52,7±2,0
+ введення амонію 
піролідиндитіокарбамату




1,35±0,03 ** 0,67±0,02 ** 49,6±2,5
Призначення ПДТК за умов експерименту достовірно збільшувало 
щільність і мінеральну насиченість хребців: на 16,2 та 26,3% відповідно 
порівняно з результатами 4-ї групи. Показник зольності не змінювався.
Введення водорозчинної форму кверцетину за цих умов також 
підвищувало щільність і мінеральну насиченість хребців: на 21,6 та 
17,5% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи. Показник 
зольності не змінювався.
Таким чином, інгібітори транскрипційних чинників АР-1 та КБ-кВ 
за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію є ефективними 
остеопротективними засобами. При цьому SR 11302 і амонію
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піролідиндитіокарбамат збільшують щільність, мінеральну насиченість, 
міцність і пружність стегнових кісток; щільність і мінеральну 
насиченість хребців, а водорозчинна форма кверцетину підвищує 
щільність і міцність стегнових кісток (збільшується розривне 
навантаження) без істотного впливу на показники мінеральної 
насиченості та пружності.




ВПЛИВ ЕНТЕРОСОРБЕНТІВ НА МЕТАБОЛІЧНІ ТА 
БІОМЕХАНІЧНІ ПОРУШЕННЯ КІСТКОВОЇ ТКАНИНИ ЗА 
УМОВ ПОЄДНАНОГО НАДЛИШКОВОГО НАДХОДЖЕННЯ 
ФТОРИДУ ТА НІТРАТУ НАТРІЮ
5.1. Вплив ентеросорбентів на функціонування аргіназного та 
NO-синтазного шляхів метаболізму L-аргініну в крові та стегнових 
кістках щурів
Сорбент на основі активованого вугілля («Карболайн») не впливав 
на активність NOS в крові (таблиця 5.1), проте підвищував аргіназну 
активність на 64,1%. Застосування лігніну гідролізного як 
ентеросорбенту при поєднаній інтоксикації фторидом і нітратом натрію 
знижувало активність аргінази крові на 65,7%, при цьому активність 
NOS збільшувалася в 2,2 раза. Суспензія нанодисперсного кремнезему 
підвищувала активність NOS у 2,7 раза відносно поєднаної інтоксикації, 
активність аргінази знижувалася на 34,2%.
Таблиця 5.1
Вплив ентеросорбентів на нітроксидергічну та аргіназну системи в
крові щурів за умов надлишкового надходження 











1 2 3 4
Інтактні 193,75±33,3 3,91±0,47 27,35±5,4
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Продовження табл. 5.1
1 2 3 4
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
104,19±14,12 * 36,69±0,96 * 21,94±3,49
+ суспензія 











Примітки (у таблицях розділу 5):
1) * -  р<0,05 у порівнянні з даними 1-ї групи (інтактні тварини);
2) ** -  р<0,05 у порівнянні з даними 4-ї групи (після сукупного
введення фториду та нітрату натрію).
При порівнянні енеросорбентов між собою було встановлено, що 
суспензія нанодисперсного кремнезему збільшувала активність NOS 
щодо сорбенту на основі активованого вугілля в 2,9 раза, а щодо лігніну 
гідролізного на 23,7%. Активність аргінази знижувалася порівняно з 
сорбентом на основі активованого вугілля на 59,9%, але підвищувалася 
порівняно з лігніном гідролізним на 91,8%. Ці відмінності можуть бути 
пов'язані з різною здатністю ентеросорбентів поглинати фториди і 
нітрати.
Здатність поглинати екзогенні нітрати можна оцінити по рівню 
нітритів у сироватці крові. Останні утворюються з екзогенних нітратів
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шляхом відновлення у нітратредуктазній системі організму. Важливо 
враховувати, що нітрити є небезпечними для організму речовинами, так 
як здатні брати участь у реакціях нітрозилювання білкових молекул. 
Поєднана інтоксикація збільшувала вміст нітритів у 9 разів відносно 
інтактних тварин. Сорбент на основі активованого вугілля знижував 
кількість нітритів на 17,7%, лігнін гідролізний -  на 46%, суспензія 
нанодисперсного кремнезему -  на 44%.
У порівняльному аспекті суспензія нанодисперсного кремнезему 
знижувала кількість нітритів щодо сорбенту на основі активованого 
вугілля на 32% і не показувала статистично значущих відмінностей 
щодо лігніну гідролізного. Лігнін гідролізний знижував концентрацію 
нітритів щодо сорбенту на основі активованого вугілля на 34,4%. Тобто, 
суспензія нанодисперсного кремнезему більш ефективно поглинала 
нітрати порівняно із сорбентом на основі активованого вугілля і не 
поступалася в цьому відношенні лігніну гідролізному.
Оцінити здатність до сорбції фторидів непрямим шляхом можна, 
проаналізувавши зміни активності аргінази. Фтор, за даними літератури, 
вважається класичним інгібітором аргіназного шляху метаболізму L- 
аргініну [23, 257, 290]. У п. 3.1 ми показали, що в умовах поєднаної 
інтоксикації інгібуючий ефект фторидів компенсується гальмуванням 
активності NOS.
У групі тварин, яким вводили сорбент на основі активованого 
вугілля відмічалася найвища активність аргінази разом з найбільшим 
вмістом нітритів. Оскільки активність цього ферменту зростала, а 
активність NOS статистично не змінювалася, можна зробити висновок, 
що збільшення активності аргінази було пов'язано зі зменшенням 
інгібуючого впливу фторид-іонів.
У групі лігніну гідролізного активність аргінази була найменша на 
тлі збільшеної активності NOS. Зниження активності аргінази може бути
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пов'язано з інгібуючим ефектом фторидів і конкурентним субстратним 
пригніченням NOS.
Однак в групі нанодисперсного кремнезему активності NOS та 
аргінази були підвищеними щодо групи із застосуванням лігніну 
гідролізного, що дозволяє зробити висновок, що зменшенні активності 
аргінази в більшій мірі було пов’язаним з впливом іонів фтору, ніж із 
субстратним гальмуванням.
Таким чином, суспензія нанодисперсного кремнезему більш 
ефективно адсорбує нітрати порівняно з сорбентом на основі 
активованого вугілля («Карболайн»). Адсорбція фторидів суспензією 
нанодисперсного кремнезему є більш вираженою, ніж це відбувається 
при дії лігніну гідролізного. У зв'язку з цим як найбільш перспективний 
ентеросорбент, здатний коригувати метаболічні та біомеханічні 
порушення кісткової тканини за умов поєднаного надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію, нами було обрано суспензію 
нанодисперсного кремнезему.
У таблиці 5.2 наведено дані щодо впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на загальну активність NOS у стегнових 
кістках щурів за умов надлишкового надходження фториду та нітрату 
натрію.
Таблиця 5.2
Вплив нанодисперсного кремнезему на загальну активність NOS у 
стегнових кістках щурів за умов надлишкового надходження
фториду та нітрату натрію (M+m, n=15)
Групи




1 2 3 4 5
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Продовження табл. 5.2
































Так, введення цього ентеросорбенту зменшувало сумарну 
активність NOS та активність її індуцибельної ізоформи на 81,7 та 90,7% 
відповідно порівняно з результатами 4-ї групи. Активність cNOS 
збільшувалася на 57,1%, загальна аргіназна активність -  на 89,2% 
порівняно з результатами 4-ї групи.
Примітно, що за умов введення суспензії нанодисперсного 
кремнезему суттєво знижувалася концентрація пероксинітритів лужних 
та лужно-земельних металів (рис. 5.1) -  до 3,08±0,05 мкмоль/г, тобто на 
9.9% порівняно з результатами 4-ї групи.
Таким чином, суспензія нанодисперсного кремнезему здатна 
відновлювати функціонування фізіологічного механізму авторегуляції 
рівня NO в крові та стегнових кістках щурів за умов поєднаного 
введення фториду та нітрату натрію. У гомогенаті кісток це призводить 
до зменшення загальної активності NOS, активності її індуцибельної 
ізоформи, збільшення загальної аргіназної активності та обмеження 
утворення пероксинітриту.
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Рис. 5.1. Концентрація пероксинітритів лужних та лужно­
земельних металів у стегнових кістках інтактних тварин (1); при 
поєднаному введенні нітрату та фториду натрію (2); при введенні за цих 
умов суспензії нанодисперсного кремнезему (3). Р<0,05 порівняно зі 
значеннями: * 1-ї групи, ** 4-ї групи.
5.2. Вплив нанодисперсного кремнезему на маркери 
формування та резорбції кісток за умов експерименту
У таблиці 5.3 наведено дані щодо впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на показники формування та резорбції 
кісток у щурів за умов надлишкового надходження фториду та нітрату 
натрію.
Так, введення цього ентеросорбенту зменшувало активність кислої 
фосфатази до 18,9±0,9 од. акт., що на 24.9% поступалося значенню 4-ї 
групи. Проте ми не виявили достовірних змін активності саме її 
кісткового (татрат-резистентного) ізоферменту. Активність лужної 
фосфатази за цих умов також істотно не змінювалася.
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Вплив нанодисперсного кремнезему на показники формування та 
 ̂ ••• • •резорбції кісток у щурів за умов надлишкового надходження
Таблиця 5.3
фториду та нітрату натрію (М±m, п=15)












Інтактні 307,8±11,1 11,8±0,7 6,3±0,3
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
299,2±18,5 18,9±0,9 * 8,5±0,3 *
+ суспензія наноди­
сперсного кремнезему
327,1±17,2 14,2±0,9 ** 7,8±0,4
Таким чином, ми не виявили переконливих доказів щодо впливу 
суспензії нанодисперсного кремнезему на процеси формування або 
резорбції кістки за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію 
на підставі дослідження маркерних ферментів (лужної фосфатази, 
кісткової ізоформи кислої фосфатази).
5.3 Вплив нанодисперсного кремнезему на деполімеризацію
• • • • ••біополімерів органічного матриксу кісткової тканини
Раніше було показано, що певні сполуки (наприклад, яблучний 
пектин та пектиновмісні продукти харчування) завдяки сорбції 
неорганічних нітросполук здатні зменшити дію останніх на біополімери
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кісткової тканини, що виявилося в гальмуванні процесів колагенолізу та 
деполімеризації протеогліканів [82].
Нами досліджено вплив суспензії нанодисперсного кремнезему на 
маркери де полімеризації колагену та не колагенових білків у кістках 
щурів за умов надлишкового надходження фториду та нітрату натрію.
У таблиці 5.4 наведено результати дослідження впливу цього 
ентеросорбенту на вміст вільного оксипроліну.
Таблиця 5.4
Вплив нанодисперсного кремнезему на концентрацію вільного 
оксипроліну в кістках щурів за умов надлишкового надходження 






фториду та нітрату 
натрію
4,14±0,09 * 4,69±0,16 *
+ суспензія наноди­
сперсного кремнезему
3,89±0,06 ** 4.26±0,09 **
Так, застосування суспензії нанодисперсного кремнезему за умов 
поєднаного введення фториду та нітрату натрію вірогідно зменшувало 
концентрацію вільного оксипроліну в стегнових кістках та хребцях на 6 
та 9,2% відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
У таблиці 5.5 наведено результати дослідження дії суспензії 
нанодисперсного кремнезему на вміст гексуронових кислот, маркерів
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деполімеризації протеогліканів, у кістках щурів за умов надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію.
Введення цього ентеросорбенту за умов поєднаного введення 
фториду та нітрату натрію вірогідно зменшувало концентрацію 
гексуронових кислот у стегнових кістках та хребцях на 26,8 та 27% 
відповідно порівняно з результатами 4-ї групи.
Таблиця 5.5
Вплив нанодисперсного кремнезему на концентрацію гексуронових 
кислот в кістках щурів за умов надлишкового надходження фториду
та нітрату натрію (М±m, n=15)
Групи




фториду та нітрату 
натрію
2,98±0,17 * 3,18±0,16 *
+ суспензія наноди­
сперсного кремнезему
2,18±0,18 ** 2,32±0,18 **
У таблиці 5.6 наведено результати дослідження впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на вміст N-ацетилнейрамінової кислоти, 
маркерного продукту деполімеризації сіалоглікопротеїнів, в кістках 
щурів за умов надлишкового надходження фториду та нітрату натрію.
Застосування цього ентеросорбенту за умов поєднаного введення 
фториду та нітрату натрію вірогідно зменшувало концентрацію NANA у 
стегнових кістках та хребцях на 37 та 37.9% відповідно порівняно з 
результатами 4-ї групи.
122
Вплив нанодисперсного кремнезему на концентрацію 
^-ацетилнейрамшової кислоти в кістках щурів за умов 








фториду та нітрату 
натрію
3,73±0,22 * 3,88±0,20 *
+ суспензія наноди­
сперсного кремнезему
2,35±0,21 ** 2,41±0,22 **
Таким чином, застосування суспензії нанодисперсного кремнезему 
за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію 
супроводжується обмеженням деполімеризації колагену, протеогліканів 
та сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і 
хребців.
5.4. Вплив нанодисперсного кремнезему на остеометричні 
характеристики кісток
У таблиці 5.7 наведено результати дослідження впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на остеометричні характеристики 
стегнової кістки за умов надлишкового надходження фториду та нітрату
натрію.
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Застосування цього ентеросорбенту за умов експерименту 
вірогідно підвищувало масу стегнової кістки (на 11,2%) та знижувало 
показник SI, але суттєво не змінювало значення максимальної довжини 
кістки порівняно з результатами 4-ї групи.
Таблиця 5.7
Вплив нанодисперсного кремнезему на остеометричні 
характеристики стегнової кістки за умов надлишкового 









Інтактні 35,4±0,4 569,2±8,0 4,28±0,04
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
35,8±0,3 502,6±2,9 * 4,50±0,03 *
+ суспензія наноди­
сперсного кремнезему
36,3±0,2 559,0±7,8 ** 4,41±0,02 *,**
У таблиці 5.8 наведено результати дослідження впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на остеометричні характеристики хребців 
за умов надлишкового надходження фториду та нітрату натрію.
Застосування ентеросорбенту за умов експерименту достовірно 
підвищувало масу нативного хребця (на 8.4%), зменшувало показник SI 
(на 3,5%), але суттєво не змінювало значення висоти тіла хребця 
порівняно з результатами 4-ї групи.
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Таблиця 5.8
Вплив нанодисперсного кремнезему на остеометричні 
характеристики 3-го поперекового хребця за умов надлишкового 








Інтактні 6,4±0,1 200,1±4,7 1,08±0,01
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
6,4±0,1 174,1±2,7 * 1,15±0,01 *
+ суспензія наноди­
сперсного кремнезему
6,4±0,1 188,7±3,1 ** 1,11±0,01 **
Таким чином, застосування суспензії нанодисперсного кремнезему 
за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію 
супроводжується корекцією остеометричних показників остеопенії 
стегнових кісток і хребців: збільшується їхня маса та міцність 
(зменшується індекс Simon).
5.5. Вплив нанодисперсного кремнезему на показники
•• ••• • •• • • •структурної композиції кісток та їхні біомеханічні характеристики
У таблиці 5.9 наведено результати дослідження впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на кількісні показники структурної 
композиції стегнової кістки за умов надлишкового надходження 
фториду та нітрату натрію.
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Застосування цього ентеросорбенту за умов експерименту 
достовірно не позначалося на показниках щільності, мінеральної 
насиченості та зольності порівняно з результатами 4-ї групи.
Таблиця 5.9
Вплив нанодисперсного кремнезему на кількісні показники 
структурної композиції стегнової кістки за умов надлишкового 









Інтактні 0,92±0,02 0,51±0,02 55,2±1,9
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію




У таблиці 5.20 наведено результати дослідження впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на біомеханічні властивості стегнової 
кістки за 2-х точковою схемою (випробовування на лінійний розрив) та 
3-х точковою схемою (випробовування на згин) за умов надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію з використанням машини 
розривної РМУ-0,05-1.
Застосування цього засобу за умов експерименту вірогідно 
підвищувало розривне навантаження при лінійному розриві та 
дослідженні на згин на 22,1 та 26,5% відповідно порівняно з 
результатами 4-ї групи. Відносне подовження кісток при 
випробовуванні на лінійний розрив достовірно (на 7,9%) перевищувало
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значення 4-ї групи, але істотно не відрізнялося від них при дослідженні 
на згин.
Таблиця 5.10
Вплив нанодисперсного кремнезему на біомеханічні властивості 
стегнової кістки за умов надлишкового надходження фториду та 
нітрату натрію з використанням машини розривної РМУ-0,05-1
(М±m, п=25)
Характер випробовування
На лінійний розрив На згин
Групи
(за 2-точковою схемою) (за 3-точковою схемою)
Розривне Відносне Розривне Відносне
навантаження, подовження, навантаження, подовження,
Н % Н %
Інтактні 104,2±1,8 20,2±0,3 117,2±2,3 12,2±0,4
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
63,4±2,8 * 18,9±0,3* 77,4±2,7 * 8,6±0,2*
+ суспензія
нанодисперсного 77,4±1,4 *,** 20,4±0,5 ** 97,9±2,7 *,** 9,4±0,4 *
кремнезему
При оцінці біомеханічних властивостей стегнової кістки за умов 
призначення нанодисперсного кремнезему при надмірному надходженні 
фториду та нітрату натрію при випробовуванні на згин за 4-х точковою 
схемою за допомогою деформаційної установки МРК -1 (таблиця 5.11) 
було виявлено вірогідне підвищення модулю пружності Юнга (на 90,4%) 
та межу міцності (на 27,7%) порівняно з результатами 4-ї групи. Проте 
показники межі пружності та відносного видовження крайніх волокон 
до руйнування суттєво не змінювалися.
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Вплив нанодисперсного кремнезему на біомеханічні 
властивості стегнової кістки за умов надлишкового надходження 
фториду та нітрату натрію при випробовуванні на згин
Таблиця 5.11
















Інтактні 2832,9±146,6 55,4±3,0 65,8±3,8 3,2±0,8
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію





*/** 55,9±5,6 73,7±4.2 ** 2,9±0,5
У таблиці 5.12 наведено результати дослідження впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на кількісні показники структурної 
композиції хребців за умов надлишкового надходження фториду та 
нітрату натрію.
Введення ентеросорбенту за цих умов вірогідно підвищувало 
щільність хребців (на 12,6 %) порівняно з результатами 4-ї групи. 
Показники мінеральної насиченості та зольності не змінювалися.
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Вплив нанодисперсного кремнезему на кількісні показники 
•• •••  ̂ •структурної композиції хребців за умов надлишкового надходження
Таблиця 5.12









Інтактні 1,28±0,02 0,69±0,04 53,8±2,6
Сукупне введення 
фториду та нітрату 
натрію
1,11±0,04 * 0,57±0,02 * 51,9±2,9
+ суспензія наноди­
сперсного кремнезему
1,25±0,03 ** 0,62±0,03 49,9±2,9
Таким чином, застосування суспензії нанодисперсного кремнезему 
суттєво не позначається на кількісних показниках структурної 
композиції стегнової кістки за умов надлишкового надходження 
фториду та нітрату натрію, але покращує її біомеханічні властивості при 
лінійному розриві (розривне навантаження, відносне подовження) та при 
випробовуванні на згин (розривне навантаження, модуль Юнга, межу 
міцності). Введення цього ентеросорбенту підвищує щільність хребців 
без істотного впливу на їхню мінеральну насиченість.
Результати розділу відображено у статтях [3, 9, 104].
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РОЗДІЛ 6
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ
Раніше було показано, що метаболізм у кістковій тканині у значній 
мірі залежить від стану конкурентних шляхів обміну L-аргініну -  
NO-синтазного та аргіназного. З їхнім функціонуванням пов’язаний стан 
регіонарної гемодинаміки [117, 137], регуляція активності остеобластів і 
остеокластів [215, 311], опосередкування дії про- та протизапальних 
цитокінів [243, 265], статевих гормонів [145], колагеногенез [107] тощо.
На баланс наведених шляхів метаболізму L-аргініну суттєвий вплив 
мають сполуки, що або надходять в організм при навантаженні 
нітратами та фторидами, або утворюються в ньому in situ з екзогенних 
попередників. Так, відомою є здатність фторид-іонів неконкурентно 
пригнічувати аргіназну активність [23, 257, 290], унаслідок чого 
активується NO-синтазний шлях [117, 153]. І, навпаки, останній 
пригнічується за механізмом негативного зворотного зв'язку (цикл 
моноксиду нітрогену), коли активується нітрат- / нітритредуктазний 
механізм утворення NO при надмірному надходженні екзогенних 
нітратів [68. 70, 71, 227].
При перевищенні дози неорганічних нітросполук цей механізм 
авторегуляції рівня NO може зберігатися або порушуватися в залежності 
від дози токсиканту, метаболічних особливостей того чи іншого органу 
або тканини [51, 105]. Проте, за нашими даними, за умов окремого 
введення нітрату натрію у крові та гомогенаті стегнових кісток щурів 
сумарна активність NOS зменшується, що відповідає закономірностям 
функціонування циклу NO. Аргіназна активність при цьому 
конкурентно збільшується.
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При окремому призначенні фториду натрію також прогнозовано 
спостерігається зменшення загальної аргіназної активності та 
підвищення сумарної активності конкурентного ферменту -  NOS.
У той же час, поєднане введення нітрату та фториду натрію 
супроводжується відмінностями у показниках NO-синтазного та 
аргіназного шляхів обміну L-аргініну в крові та кістках. У крові 
поєднана активація нітрат- / нітритредуктазної системи та дія фториду 
знижує загальну активність NOS, як це і повинно відбуватися за 
механізмом функціонування циклу NO. Проте активність аргінази 
суттєво не змінюється. Вочевидь, пригнічувальна дія фторид-іонів 
компенсується авторегуляторним механізмом активації цього ферменту 
при гальмуванні NOS.
У гомогенаті стегнових кісток також виявляється збільшенням 
активності загальної NOS (за рахунок iNOS). Окрім того знижується 
аргіназна активність та активність cNOS, що вказує на порушення 
механізму авторегуляції рівня NO в стегнових кістках щурів. Це 
супроводжується збільшенням у кістках концентрації пероксинітритів 
лужних та лужно-земельних металів, що свідчить про розвиток 
нітрозативного стресу.
Примітно, що неорганічні нітросполуки та фториди при 
надлишковому надходженні здатні збільшувати генерацію 
супероксидних аніон-радикалів, які при взаємодії з NO утворюють 
пероксинітрит [16, 19]. Головними джерелами генерування супероксиду 
за цих умов вважаються мітохондрії, мікросоми та NADPH-оксидаза 
лейкоцитів [4, 17].
Раніше було показано, що пероксинітрит має суттєве значення у 
розладах ремоделювання кісток за умов надлишкового надходження 
нітрату натрію. Застосування скевенджеру пероксинітриту L- 
селенометіоніну позитивно впливає на процес формування кістки та
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пригнічує її резорбцію, обмежує колагеноліз і деполімеризацію 
протеогліканів, підвищує щільність губчастих і трубчастих кісток [86], 
обмежує порушення їхньої гістологічної структури, підвищує середню 
щільність розташування клітинних елементів та кількість остеобластів
[83].
Для оцінки процесів кісткового ремоделювання, особливо 
характеру резорбції та формування кісток, ми оцінювали активність у 
сироватці крові лужної фосфатази, як маркеру формування кістки, а 
також кислої фосфатази та її тартрат-резистентної ізоформи, як маркерів 
резорбції.
Застосування нітрату натрію, за нашими даними, підвищує 
активність татрат-резистентної кислої фосфатази, що вказує на 
збільшення резорбції кісткової тканини. Введення фториду натрію не 
супроводжується вірогідними змінами маркерних ферментів.
Поєднане надлишкове введення фториду та нітрату натрію 
збільшує активність ферментів-маркерів резорбції кісткової тканини 
порівняно з окремим призначенням цих токсикантів. Показники лужної 
фосфатази (маркеру формування кістки) та обміну кальцію істотно не 
змінюються. Таким чином, характер кісткового обміну при одночасному 
призначенні фториду та нітрату натрію може розцінюватися як високий. 
За цих умов підвищена резорбція не компенсується процесом 
формування кістки [10].
Основним компонентом позаклітинного матриксу кісткової 
тканини є колаген. На його долю припадає до 95% її органічної 
складової. Розпад колагену оцінювали за концентрацією вільного 
оксипроліну. Ця амінокислота, як відомо, утворюється внаслідок 
гідроксилювання проліну після включення його до поліпептидного 
ланцюга білка. Вона є для специфічною для колагену та з’являється у 
вільному вигляді внаслідок катаболізму [10, 38].
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Проте важливу роль у процесах утворення кісток, їхньої 
мінералізації та ремоделювання відіграють провідну інші білки, зокрема, 
протеоглікани, глікопротеїни, морфогенетичні білки кістки,
фосфопротеїни, протеоліпіди та ін. Вони складають приблизно 5% 
органічного матриксу [14, 21, 28, 89, 185].
Нами встановлено, що при поєднаному введенні фториду та 
нітрату натрію у стегнових кістках і хребцях суттєве підвищується 
концентрація як вільного оксипроліну, так і мономерів неколагенових 
білків -  гексуронових кислот і NANA. Ці результати свідчать про 
суттєву активацію колагенолізу, деполімеризацію протеогліканів і 
сіалоглікопротеїнів у кістках, чого не спостерігається при окремому 
призначенні токсикантів.
Закономірним наслідком цього є зміни остеометричних
характеристик стегнової кістки та хребців за умов поєднаного 
надмірного надходження у організм фториду та нітрату натрію, що 
виявляється у зменшенні їхньої маси при збільшенні індексу Simon 
(інтегрує ростові параметри кісток, міцнісні властивості мікроструктури 
та мінерального балансу). Це свідчить про розвиток остеопенії та 
створює структурні передумови для зниження міцності кісткової 
тканини [57, 58, 67].
Примітно, що окреме призначення нітрату натрію суттєво не 
позначається на величинах остеометричних параметрів, а введення 
фториду натрію, навпаки, підвищує масу нативної стегнової кістки.
Раніше повідомлялося про здатність фторидів підвищувати об’єм, 
масу та щільність кісток, але їхні біомеханічні властивості при цьому 
можуть знижуватися [157, 173].
Колагенолітичній дії може сприяти розвиток окисно -
нітрозативного стресу, коли активні форми оксигену та нітрогену
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збільшують експресію мРНК інтерстиціальної колагенази без істотних 
змін синтезу тканинного інгібітора металопротеїназ [65].
Наслідками деструкції органічного матриксу кісткової тканини 
можуть бути певні зміни показників структурної композиції кісток та 
їхніх біомеханічних характеристик. Найбільш істотні порушення 
виявляються при поєднаному введенні фториду та нітрату натрію, коли 
достовірно зменшується щільність стегнової кістки та хребців. Проте, 
слід зазначити, саме за цих умов знижується також мінеральна 
насиченість цих кісток. Цей показник вважається провідним у 
забезпеченні міцності кістки як конструкції [79].
Окреме призначення нітрату натрію суттєво не позначається, за 
нашими даними, на величинах цих параметрів, а введення фториду 
натрію у певній мірі навіть підвищує щільність стегнової кістки та 
хребців без істотних мінеральної насиченості.
Про властивості фторидів як анаболічних чинників вже 
повідомлялося в літературі [102, 157, 214]. Проте при цьому збільшення 
об’єму кісткової тканини та товщини трабекул часто відбувається без 
супутнього посилення їхньої зв'язності [102]. Це може 
супроводжуватися порушеннями біомеханічних характеристик кісток 
[157, 278].
Раніше було показано, що одного надлишкового введення нітрату 
натрію недостатньо для забезпечення високого рівня кісткового обміну, 
що супроводжується зниженням щільності губчастих і трубчастих 
кісток. Але показано, що нітратне навантаження потенціює 
остеолітичний потенціал інших патогенних чинників, що сприяють 
остеопорозу та остеопенії, наприклад, глюкокортикоїдів [81, 84]. 
Примітно, що цей процес залежить від функціонального стану iNOS та 
утворення АФН, особливо, при порушенні механізму авторегуляції 
кількості N 0 при його утворенні з екзогенного попередника [85, 86].
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Для дослідження біомеханічних властивостей стегнової кістки за 
умов експерименту ми використовували випробовування на лінійний 
розрив (за 2-х точковою схемою) та випробовування на згин (за 3-х 
точковою схемою) з використанням машини розривної РМУ-0,05-1. Це 
дозволяє оцінити такі показники, як розривне навантаження (міцність) 
та відносне подовження кісток (пружність). Додатково при поєднаному 
введенні фториду та нітрату натрію ми проводили випробовування на 
згин (за 4-х точковою схемою) за допомогою деформаційної установки 
МРК-1 з розрахунком модулю Юнга (модулю пружності першого роду 
або модулю пружності під час розтягу), межі міцності, відносної 
залишкової деформації до руйнування та відносного видовження до 
руйнування.
За нашими даними, призначення нітрату натрію суттєво не 
впливає на величини розривного навантаження та відносного 
подовження кісток. Введення фториду натрію підвищує розривне 
навантаження за 2-х точковою схемою (лінійний розрив).
У той же час, при поєднаному введенні фториду та нітрату натрію 
суттєво зменшується розривне навантаження та відносне подовження 
стегнових кісток при лінійному розриві та при випробовуванні на згин, 
зменшується величина модулю Юнга (при випробовуванні на згин за 4-х 
точковою схемою).
Ці результати узгоджуються з одержаними нами даними даними 
щодо зменшення міцності за остеометричним показником (підвищення 
SI), маркерами деполімеризації колагену, протеогліканів та 
сіалоглікопротеїнів.
Глікопротеїни та протеоглікани характеризуються 
мікрогетерогенністю -  структурною нерегулярністю будови, що є 
характерним для сполук, які виконують регуляторні та сигнальні 
функції. Така нерегулярність будови насамперед властива
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сульфатованим глікозаміногліканам (хондроїтинсульфат,
гепарансульфат, кератансульфат), що визначають вуглеводну складову 
протеогліканів [283]. Тобто, ці біополімери є не тільки структурними 
компонентами сполучної тканини, а й виявляють істотну біологічну 
активність: здатні гальмувати або прискорювати проліферацію клітин, 
впливаючи на реплікацію ДНК і мітотичну активність клітин [89], 
містять сайти зв'язування для численних білкових лігандів, включаючи 
низку розчинних медіаторів імунної системи, завдяки чому вони можуть 
активувати або пригнічувати їхню активність [134]. Примітно, що 
компоненти позаклітинного матриксу, у тому числі протеоглікани та 
глікозаміноглікани, регулюють остеолітичний процес. Показано, що 
глікозаміноглікани можуть впливати на остеокластогенез, але це дані 
дуже суперечливі: деякі дослідження показують гальмівну дію
глікозаміногліканів на диференціацію остеокластів, тоді як інші 
описують стимулювальний ефект [136].
Виявлена нами деполімеризація глікопротеїнів і протеогліканів є 
потенційно небезпечним фактором ризику переломів кісток, насамперед, 
через їх залучення у формування колагенових фібрил [212] та внаслідок 
здатності неколагенових білків брати участь у регуляції 
диференціювання остеобластів зі стромальних клітин кісткового мозку 
[117]. Так, маркерами остеогенезу вважаються сіалоглікопротеїни, а їхня 
деструкція вказує на порушення в утворенні та диференціюванні 
остеобластів [143]. Тобто, деполімеризація біополімерів кісткової 
тканини може вважатися однією з провідних ланок патогенезу 
виявлених нами біомеханічних розладів стегнових кісток за умов 
експерименту.
Проте такі зміни можуть обумовлювати розлади мінералізації 
кісткової тканини, яка здійснюється на органічному матриксі, що ініціює 
утворення кристалів апатитів [13, 55]. Тому при поєднаному введенні
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фториду та нітрату натрію, коли виявляється істотна деструкції 
колагенових і неколагенових білків кісткової тканини, ми можемо 
спостерігати зменшення мінеральної насиченості стегнових кісток і 
хребців. Цьому можуть також сприяти ендокринні механізми, зокрема, 
недостатність статевих гормонів, що викликається АФН [186, 242].
Нами виявлено, що метаболізм і біомеханічні характеристики 
кісток у значній мірі залежить від активності транскрипційних чинників 
AP-1 та NF-kB за умов поєднаного введення тваринам фториду та 
нітрату натрію. Ці чинники вважаються провідними регуляторами 
процесу ремоделювання кісткової тканини [118, 203].
Примітно, що надлишкове утворення NO та інших АФН може 
активувати експресію компонентів AP-1 і NF-kB у клітинах сполучної 
тканини [51, 205, 237]. Обидва чинника контролюють експресію гена 
iNOS. Так, промотор останнього містить центр для зв'язування NF-kB 
[297]. Індукторами NOS є також деякі цитокіни (TNF- -a, IL-1P), 
біосинтез яких також пов’язано з NF-kB [291]. Нині виявлено участь 
однієї з підгруп MAPK (p38), що активує AP-1, у регуляції iNOS [264]. 
Тобто саме з активацією названих транскрипційних чинників може бути 
пов’язане виявлене нами за умов надлишкового навантаження фторидом 
і нітратом натрію порушення механізму авторегуляції рівня NO 
(внаслідок гіперекспресії iNOS).
Нами установлено, що пригнічення AP-1 та NF-kB при введенні 
SR 11302, ПДТК та кверцетину за умов поєднаного введення фториду та 
нітрату натрію супроводжується зменшенням у гомогенаті стегнових 
кісток щурів загальної активності NOS та активності її індуцибельної 
ізоформи. Це є свідченням відновлення механізму авторегуляції рівня 
NO. При цьому збільшується загальна аргіназна активність (очевидно, 
завдяки послаблення конкуренції з NOS за субстрат) та обмежується 
утворення пероксинітриту.
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Проте слід звернути увагу, що вплив кверцетину на утворення 
АФН може бути пов’язаний не тільки з його здатністю гальмувати 
убіквітинзалежний протеоліз комплексу NF-кB з інгібіторним білком 
ІкВ [204], але і через його безпосередню антирадикальну дію [97], або 
дію на активність ферментів (фосфоліпази, LOX, СОХ) [12].
Раніше було показано, що пригнічення iNOS (аміногуанідином) та 
зменшення концентрації пероксинітриту, наприклад, при застосуванні 
його скевенджерів (Ь-селенометіоніну та сечової кислоти) здатне 
покращувати процес утворення кісток, пригнічувати їхню резорбцію, 
обмежувати колагеноліз та деполімеризацію протеогліканів у 
великогомілкових кістках, хребцях та альвеолярних відростках щелеп 
при відтворенні експериментальної патології (остеопорозу та 
інтоксикацій) [20, 85, 86].
Тобто, інгібітори активації АР-1 та NF-кB можуть ефективно 
впливати на КО-залежні ланки патогенезу остеопатології (гіперекспресія 
iNOS, надмірне утворення пероксинітриту). Тому інтерес викликає 
оцінка структурно-метаболічних та біомеханічних наслідків такої дії на 
кісткову тканину за умов поєднаного надходження у організм фториду 
та нітрату натрію.
Нами показано, що інгібітори транскрипційних чинників АР -1 та 
ОТ-кВ (SR 11302, ПДТК та кверцетин) за умов поєднаного введення 
фториду та нітрату натрію зменшують активність ферментів-маркерів 
резорбції кістки (кислої фосфатази та її кісткової ізоформи), але не 
впливають на активність ферменту-маркеру формування кістки (лужної 
фосфатази).
Тобто, саме процес резорбції за умов дії обох токсичних агентів 
виявляється у більшій мірі залежним від впливу АР-1 та ОТ-кВ.
Дійсно, вплив індукторів NF-кB, до яких належать і АФН [205, 
237], здатний стимулювати резорбтивну активність остеокластів, як це
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відбувається при дії RANKL [179, 309]. Роль NF-kB як чинника, 
необхідного для регуляції остеобластів, доведена, але реалізується за 
умов дії певних додаткових біорегуляторів [245].
Примітно, що чинники NF-kB і AP-1 функціонують спільно для 
забезпечення остеокластогенезу в процесі ремоделювання кісткової 
тканини при реалізації механізму RANKL-RANK взаємодії та 
включення сигнального каскаду із залученням адаптерних молекул 
TRAF у клітинах-попередниках (ранніх генераціях моноцитів / 
макрофагів) [181, 216]. Цікаво, що обидва фактори транскрипції 
регулюються на декількох рівнях шляхом димеризації та 
фосфорилювання і дуже специфічно впливають на остеокластогенез.
Проте AP-1, як відомо, має неоднозначну дію на процес резорбції 
кісткової тканини [118, 299]. Відсутність білків сімейства AP-1 
(наприклад, Fra-2) у дефіцитних за ними новонароджених мишей 
супроводжується дефектами остеокластів, а гіперекспресія Fra-2 
викликає посилену диференціації остеобластів [118]. З іншого боку, 
експресія Fra-1 збільшує диференціацію остеокластів [235, 249]. Тобто, 
на характер впливу AP-1 на ремоделювання кісткової тканини може 
впливати залучення тих чи інших його компонентів, що утворюють 
гомо- та гетеродимери (різні білки цього сімейства відрізняються за 
потенціалом трансактивації) [11, 315]. Окрім того активація компонентів 
AP-1 можлива за участю багаторівневих сигнальних модулів, наприклад, 
каскадів, пов’язаних з MAPK, JNK, і ERK [218, 276]. Так, дія донаторів 
NO може опосередковуватися через одну з підгруп MAPK, відому як p38 
[142].
Раніше була доведена здатність інгібітора активації AP-1 
момордину І гальмувати RANKL-індукований остеокластогенез, 
пригнічуючи експресію c-Fos без істотної дії на MAPK-сигналізацію та 
фосфорилювання JNK, ERK і p38 [181]. Інший інгібітор AP-1
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N-метилпіролідон також здатний пригнічувати функцію остеокластів, 
що забезпечується через гальмування RANKL-індукованого
фосфорилювання ERK p42/44, необхідного для експресії c-Fos і 
активації AP-1 [165].
Резорбція кісток, як відомо, реалізується не тільки через 
диференціацію остеокластів, але і через деградацію матриксу [250]. 
Катепсин К і ММР-9 селективно продукуються остеокластами, а ММР-1, 
ММР-2, ММР-13 (колагеназа 3) і ММР-14 переважно експресуються в 
остеобластах. Для ефективної резорбції кістки необхідною вважається 
індукція ММР-2, -3 і -13 [211, 247].
Обидва транскрипційні чинники AP-1 та NF-kB забезпечують 
експресію генів гістолітичних ферментів. Тому виявлені нами ефекти 
інгібітірів AP-1 та NF-kB (SR 11302, ПДТК та кверцетину) як засобів 
обмеження деполімеризації колагену, протеогліканів та 
сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і 
хребців за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію є 
цілком логічними. Такий висновок базується на тому факті, що введення 
за умов експерименту інгібіторів названих транскрипційних чинників 
вірогідно зменшує концентрацію мономерів названих біополімерів 
кісткової тканини -  вільного оксипроліну, гексуронових кислот і NANA 
-  у стегнових кістках та хребцях порівняно з результатами 4-ї групи.
Взагалі, AP-1 має неоднозначну дію на метаболізм біополімерів 
сполучної тканини. З одного боку, він опосередковує колагеногенез, 
індукований цитокінами (наприклад, TNF-в, TGF-в) [267]. У той же час, 
компоненти AP-1 можуть зменшувати експресію гена ланцюга а2 
колагену 1-го типу COL1A2 [132]. З іншого боку, AP-1 викликає 
експресію MMP 1, 7, 9, 13 (колагенази, стромелізину та желатинази В), 
що синтезуються моноцитами / макрофагами, фібробластами, 
остеобластами, у тому числі через продукцію цитокінів (IL-2) [252, 270,
140
296]. Показано, що інгібітор AP-1 N-метилпіролідон зменшує експресію 
ММР-9 (желатинази B) і катепсину K, обидва з яких беруть участь у 
резорбції кістки [165].
Відомо, що експресія генів низки ММР є наслідком індукції NF-kB 
при дії прозапальних цитокінів (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a) [252]. Введення 
щурам ПДТК знижує рівень MMP-1, MMP-2 та MMP-9 у крові та різних 
органах [307]. Позитивний вплив інгібіторів активації NF-kB, таких як 4- 
метил-№-(3-фенілпропіл) бензол-1,2-діамін, ПДТК, кверцетин, на 
деполімеризацію колагенових і неколагенових білків сполучної тканини 
підтверджується при відтворенні різних експериментальних моделей 
(інтоксикацій, метаболічного синдрому, системної запальної відповіді) 
[20, 36, 59, 94].
Обмеження деструкції органічного матриксу кісток повинно 
поліпшити їхні структурні показники. За нашими даними, всі інгібітори 
AP-1 та NF-kB, які вивчалися (SR 11302, ПДТК, кверцетин), усувають 
остеопенію за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію. Про 
це свідчить нормалізація маси стегнових кісток і хребців. При цьому SR 
11302 і ПДТК збільшують міцність хребців, про що свідчить зменшення 
остеометричного індексу Simon.
Застосування SR 11302 та ПДТК за умов експерименту вірогідно 
підвищує щільність і мінеральну насиченість стегнової кістки та хребців 
порівняно з результатами 4-ї групи. Введення водорозчинної форму 
кверцетину за цих умов також збільшує щільність стегнової кістки та 
хребців. Останні також виявляють підвищення мінеральної насиченості.
Призначення SR 11302 та ПДТК за умов поєднаного введення 
фториду та нітрату натрію покращує біомеханічні характеристики 
стегнових кісток -  міцність і пружність, на що вказує підвищення 
величин розривного навантаження та відносного подовження (при 
лінійному розриві та на згин).
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Введення водорозчинної форму кверцетину за цих умов 
супроводжується збільшенням міцності стегнових кісток 
(підвищуються величини розривного навантаження при лінійному 
розриві та на згин) без істотних змін їхньої пружності (відносного 
подовження кісток).
Раніше було виявлено покращення тензометричних характеристик 
шкіри (міцності та еластичності) при введенні інгібіторів активації 
NF-kB (ПДТК і кверцетину) за умов надмірного надходження нітрату 
натрію в організм щурів. Ці показники виявляють зворотну кореляційну 
залежність зі змінами маркерів деструкції сполучної тканини 
(колагенолізу та деполімеризації протеогліканів) [92].
Повідомлялося про позитивну дію кверцетину на біомеханічні 
характеристики кісткової тканини при нанесенні наскрізного дірчастого 
дефекту у великогомілковій кістці щурів, що супроводжувалося 
корекцією показників питомої стріли вигину, руйнуючого моменту, межі 
міцності, модуля пружності і мінімальної роботи руйнування кістки [79]. 
Збільшення індексу міцності кісток щурів (плечової, великогомілкової, 
стегнової, хребців) відмічається при застосуванні кверцетину також при 
дії гіпоксії та гіпертермії [15].
Серед механізмів остеопротективної дії кверцетину дослідники 
вказують на його здатність активувати сигнальні шляхи, пов’язані з 
позаклітинно сигнал-регулювальною протеїнкіназою (ERK) і p38 в 
мезенхімальних стовбурових клітинах, наслідком чого є їхня 
проліферація, остеогенна диференціація та секреція ангіогенного 
фактора [323].
Зниження показників нітрозативного стресу при призначенні 
інгібіторів активації AP-1 та NF-kB, обмеження при цьому маркерних 
ферментів резорбції кісток, ознак деструкції їх органічного матриксу, 
покращення щільності та мінеральної насиченості губчастих і
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трубчастих кісток, їхніх біомеханічних властивостей дозволяє 
припустити ефективність застосування цих агентів при остеопатології, 
спричиненої дією екологічно небезпечних чинників та порушенням 
авторегуляції АФН. Це доводить доцільність розширення арсеналу 
остеопротективних засобів за рахунок інгібіторів AP -1 та NF-kB, у т.ч. 
таких природних сполук як поліфеноли (наприклад, кверцетин).
Іншим терапевтичним прийомом при поєднаній інтоксикації 
нітратами і фторидами може бути застосування ентеросорбентів. Це 
дозволяє зменшити всмоктування фторидів і нітратів і таким чином 
змінити характер дії цих сполук з остеотоксичної (при великих 
концентраціях) на остеопротективну (при малих концентраціях).
Теоретичною передумовою такого підходу є численні
спостереження щодо здатності фторидів (при дії мікромолярних 
концентрацій) [102, 157, 214] і донаторів NO [121, 209, 229] 
стимулювати проліферацію остеобластів та зменшувати резорбцію 
кісткової тканини in vitro та in vivo.
Для вибору оптимального ентеросорбенту для корекції
метаболічних і біомеханічних розладів кісток за умов експерименту ми 
дослідили найбільш перспективні, за даними аналізу літературних 
джерел [7], засоби, здатні сорбувати неорганічні нітросполуки та 
фториди. Такими вважаються препарати на основі вуглецю (СКН), 
лігніну гідролізного та нанодисперсного кремнезему.
Далі ми дослідили дію цих засобів на показники нітрозативного 
стресу в крові (маркери токсичної дії нітратів) та загальну аргіназну 
активність крові (маркер токсичної дії фторид-іонів).
За нашими даними, суспензія нанодисперсного кремнезему більш 
ефективно адсорбує нітрати порівняно з сорбентом на основі 
активованого вугілля («Карболайн»). Адсорбція фторидів суспензією 
нанодисперсного кремнезему є більш вираженою, ніж це відбувається
143
при дії лігніну гідролізного. У зв'язку з цим як найбільш перспективний 
ентеросорбент, здатний коригувати метаболічні та біомеханічні 
порушення кісткової тканини за умов поєднаного надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію, нами було обрано суспензію 
нанодисперсного кремнезему, яка досліджувалася далі.
Застосування цього ентеросорбенту за умов експерименту 
призводить у гомогенаті кісток до зменшення загальної активності NOS, 
активності її індуцибельної ізоформи, збільшення загальної аргіназної 
активності та обмеження утворення пероксинітриту. Тобто, суспензія 
нанодисперсного кремнезему сприяє відновленню функціонування 
фізіологічного механізму авторегуляції рівня, як в крові, так і в 
стегнових кістках щурів за умов поєднаного введення фториду та 
нітрату натрію.
Раніше було показано, що саме перевищення рівня NO, що 
утворюється із ендогенних нітрат- і нітрит-іонів при реалізації нітрат- / 
нітритредуктазного або неферментативного механізмів їх відновлення, а 
також пригнічення аргіназного шляху метаболізму L-аргініну, 
призводить до порушення функціонування циклу NO за принципом 
негативного зворотного зв’язку [16, 51, 105]. Порушення цього 
механізму при надмірному надходженні екзогенних джерел NO та 
пригнічення фторидами аргінази «розгальмовує» NOS (за рахунок 
збільшення активності iNOS), що стає причиною утворення токсичних 
АФН, зокрема, пероксинітриту. Саме від балансу цих NO та 
пероксинітриту, на думку дослідників, залежить остеобластичний 
контроль резорбції кісток [244]. Застосування нанодисперсного 
кремнезему дозволяє зменшити концентрації нітратів, їхніх похідних та 
фторидів до рівнів, недостатніх до розладів наведених циклічних 
процесів.
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І хоча переконливих доказів щодо впливу суспензії 
нанодисперсного кремнезему на маркерні ферменти формування або 
резорбції кістки за умов експерименту ми не виявили, але нами було 
показано його гальмівний вплив на деполімеризацію колагену, 
протеогліканів та сіалоглікопротеїнів у стегнових кістках і хребцях. Цей 
ефект ентеросорбетну є не менш цінним, ніж вплив на клітини кісткової 
тканини, так як процес її резорбції, як відомо, реалізується не тільки 
через диференціацію остеокластів, але і через деградацію 
позаклітинного матриксу [250]. Обмеження цього процесу дозволяє 
покращити структурні та біомеханічні характеристики кісток.
Дійсно, при застосуванні суспензії нанодисперсного кремнезему за 
умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію збільшується маса 
стегнових кісток і хребців та міцність за даними остеометричного 
індексу Simon.
Проте призначення суспензії нанодисперсного кремнезему суттєво 
не позначається на кількісних показниках структурної композиції 
стегнової кістки за умов експерименту, але покращує її біомеханічні 
властивості при лінійному розриві (розривне навантаження, відносне 
подовження) та при випробовуванні на згин (розривне навантаження, 
модуль Юнга, межу міцності). Введення цього ентеросорбенту підвищує 
щільність хребців без істотного впливу на їхню мінеральну насиченість.
Схематично механізми метаболічних і біомеханічних порушень у 
кістках щурів за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та 
фториду натрію за результатами нашого дослідження та даними 
літератури наведено на рис. 6.1.
Таким чином, підбиваючи підсумки дослідження ролі механізмів 
метаболічних і біомеханічних порушень у кістках щурів за умов 
поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду натрію, 
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М --------- Інгібуючий вплив
Рис. 6.1. Концептуальна схема механізмів метаболічних і 
біомеханічних порушень у кістках щурів за умов поєднаного 
надлишкового надходження нітрату та фториду натрію
146
аргіназній системах, що призводять до порушення авторегуляції рівня 
моноксиду нітрогену та утворенням остеотоксичних концентрацій 
активних форм нітрогену. Це супроводжується порушенням циклу 
ремоделювання кісткової тканини за рахунок превалювання резорбції 
кістки, що підтверджується збільшенням активності у сироватці крові 
ферментів-маркерів резорбції кістки (кислої фосфатази та її тартрат - 
резистентної ізоформи) та надмірною деполімеризацією колагенових і 
неколагенових білків стегнових кісток і хребців. Наслідком таким 
процесів є порушення їхніх остеометричних характеристик і структурної 
композиції (остеопенія, зменшення щільності та мінеральної 
насиченості), що перевищують такі при окремій дії токсичних агентів. 
За цих умов істотно порушуються біомехангічні властивості стегнових 
кісток (міцніть і пружність).
У ході дослідження показано зв’язок метаболічних і біомеханічних 
розладів кісток за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату 
та фториду натрію з активністю транскрипційних факторів АР-1 та 
ОТ-кВ, що коригуються їхніми інгібіторами (SR 11302, ПДТК, 
кверцетин). Показана доцільність застосування суспензії 
нанодисперсного кремнезему за умов експерименту для попередження 




У дисертації наведене теоретичне узагальнення і 
експериментальне розв’язання наукового завдання, що полягає у 
з’ясуванні механізмів метаболічних і біомеханічних порушень у 
кістках щурів за умов поєднаного надлишкового надходження 
нітрату та фториду натрію та дослідженні ефективності їхньої 
корекції з використанням інгібіторів транскрипційних факторів 
АР-1 та NF-кB, а також ентеросорбенту.
1. Поєднане введення фториду та нітрату натрію, на відміну від 
окремого застосування цих сполук, порушує механізм авторегуляції 
рівня моноксиду нітрогену в стегнових кістках щурів, збільшуючи 
активність загальної КО-синтази (на 51,3%, Р<0,05) та її індуцибельної 
ізоформи (на 80,0%, Р<0,01) на тлі зниження загальної аргіназної 
активності (на 53,6%, Р<0,001) з подальшим підвищенням у тканинах 
концентрації пероксинітритів лужних та лужно-земельних металів (на 
24,4%, Р<0,001), що свідчить про розвиток нітрозативного стресу.
2. Сукупна дія фториду та нітрату натрію супроводжується 
високим кістковим обміном з підвищеною резорбцією, яка не 
компенсується реакцією формування кістки, збільшенням вмісту 
продуктів деполімеризації колагену, протеогліканів і сіалоглікопротеїнів 
(вільного оксипроліну, гексуронових кислот та К-ацетилнейрамінової 
кислоти) у стегнових кістках (на 13,7%, Р<0,01, 51%, Р<0,01, та 69,5%, 
Р<0,001, відповідно) та хребцях (на 18%, Р<0,01, 47%, Р<0,02, та 70%, 
Р<0,01, відповідно), що перевищує такий при поодинокому введенні 
солей фторної та нітратної кислот.
3. За умов поєднаного надмірного надходження у організм 
фториду та нітрату натрію, на відміну від окремого застосування цих
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сполук, змінюються остеометричні та біомеханічні характеристики 
кісток: зменшується маса, щільність та мінеральна насиченість
стегнових кісток (на 11,7%, P<0,001, 19,6%, P<0,01, та 23,5%, P<0,02, 
відповідно) і хребців (на 13%, P<0,01, 13,3%, P<0,01, та 17,4%, P<0,05, 
відповідно), знижується міцність і пружність стегнових кісток (при 
лінійному розриві та при випробовуванні на згин).
4. Інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB (SR 11302, 
амонію піролідиндитіокарбамат та водорозчинна форма кверцетину) 
відновлюють за умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію 
механізм авторегуляції рівня NO в стегнових кістках щурів, зменшуючи 
загальну активність NO-синтази (на 64%, P<0,001, 74%, P<0,001, та 80%, 
P<0,001, відповідно) та активність її індуцибельної ізоформи (на 75%, 
P<0,001, 86%, P<0,001, та 89%, P<0,001, відповідно) при реципрокному 
збільшенні загальної аргіназної активності (на 88%, P<0,001, 95%, 
P<0,001, та вдвічі, P<0,001, відповідно), та обмежуючи утворення 
пероксинітриту. Це супроводжується зменшенням активності 
ферментів-маркерів резорбції кістки (кислої фосфатази та її кісткової 
ізоформи) та обмеженням деполімеризації колагену, протеогліканів та 
сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і 
хребців.
5. Інгібітори транскрипційних чинників AP-1 та NF-kB за умов 
поєднаного введення фториду та нітрату натрію нормалізують масу 
стегнових кісток і хребців, при цьому SR 11302 і амонію 
піролідиндитіокарбамат збільшують щільність, мінеральну насиченість, 
міцність і пружність стегнових кісток, а також щільність, мінеральну 
насиченість і міцність хребців (зменшується остеометричний індекс 
Simon), а водорозчинна форма кверцетину підвищує щільність і міцність 
стегнових кісток (збільшується розривне навантаження, межа міцності)
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без істотного впливу на показники мінеральної насиченості та 
пружності.
6. При застосуванні суспензії нанодисперсного кремнезему за 
умов поєднаного введення фториду та нітрату натрію відновлюється 
функціонування фізіологічного механізму авторегуляції рівня NO в 
крові та стегнових кістках щурів. У гомогенаті кісток це призводить до 
зменшення загальної активності NO-синтаз (на 81,7%, P<0,001), 
активності її індуцибельної ізоформи (на 90,7%, P<0,001), збільшення 
загальної аргіназної активності (на 89,2%, P<0,001) та обмеження 
утворення пероксинітриту (на 9,9%, P<0,01), що супроводжується 
обмеженням деполімеризації колагену, протеогліканів та 
сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових кісток і 
хребців.
7. Застосування суспензії нанодисперсного кремнезему суттєво не 
позначається за умов надлишкового надходження фториду та нітрату 
натрію на кількісних показниках структурної композиції стегнових 
кісток, але покращує їхні остеометричні (маса збільшується на 11,2%, 
P<0,001) та біомеханічні властивості при лінійному розриві (розривне 
навантаження підвищується на 22,1%, P<0,01; відносне подовження -  на 
7,9%, P<0,05) та при випробовуванні на згин (розривне навантаження 
збільшується на 26,5%, P<0,001, модуль Юнга -  90,4%, P<0,001, межа 
міцності -  на 27,7%, P<0,05).
8. Призначення суспензії нанодисперсного кремнезему за умов 
надходження фториду та нітрату натрію підвищує щільність хребців (на 
12,6%, P<0,05) без істотного впливу на їхню мінеральну насиченість, а 
за результатами остеометричного дослідження -  збільшує масу та 
міцність (зменшується індекс Simon) 3-го поперекового хребця.
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(Харків, 5-7 жовтня 2016 р., стендова доповідь).
3. X науково-практична конференція «Актуальні питання патології 
за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль, 5-6 жовтня 2017 р., 
публікація матеріалів).
4. V національний з’їзд фармакологів України (Запоріжжя, 18-20 
жовтня 2017 р. ., публікація матеріалів).
5. Науково-практична конференція з міжнародною участю 
«Багаторівнева профілактика та діагностика в онкології», присвячена 95- 
річчю з дня заснування Харківської медичної академії післядипломної 
освіти (Харків, 1-2 лютого 2018 р., публікація матеріалів).
6. XVII читання ім. В.В. Підвисоцького (Одеса, 24-25 травня 2018 
р., публікація матеріалів).
7. ХІ науково-практична конференція «Актуальні питання 
патології за умов дії надзвичайних факторів» (Тернопіль, 4-5 жовтня 
2018 р., публікація матеріалів).
8. VII пленум Українського наукового товариства патофізіологів
та науково-практична конференція «Інтегративні механізми
патологічних процесів: від експериментальних досліджень до клінічної 
практики», присвячені 110-річчю з дня народження члена-
Додаток Б
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кореспондента АМН СРСР, професора М.Н. Зайка (Полтава, 10-12 
жовтня 2018 р., стендова доповідь).
9. Міжнародна науково-практична конференція «Світова 
медицина: сучасні тенденції та фактори розвитку» (Львів, 25-26 січня 
2019 р., публікація матеріалів).
10. Міжнародна науково-практична конференція «Актуальні 
питання розвитку медичних наук у XXI ст.» (Львів, 25-26 травня 2019 р., 
публікація матеріалів).
11. ІІ Науково-практична інтернет-конференція з міжнародною 
участю «Механізми розвитку патологічних процесів і хвороб та їхня 










1. П р о п о зи ц ія  дл я  в п р о ва д ж ен н я : Механізми розвитку окисно-
нітрозативного стресу за умов поєднаного надлишкового надходження екзогенних 
забруднювачів (фториду та нітрату натрію) та їх корекція суспензією 
нанодисперсного кремнезему
2. У ст а н о ва -р о зр о б н и к : Українська медична стоматологічна академія, 
кафедра патофізіології, аспіранти Акімов О.Є., Ковальова І.О.
3. Д ж е р е л о  ін ф о р м а ц ії:
Статті:
Акимов О.Е. Влияние энтеросорбентов на метаболизм аргинина и процессы 
пероксидного окисления липидов в крови крыс в условиях хронической сочетанной 
интоксикации нитратом и фторидом натрия / О.Е. Акимов, И.А. Ковалёва, 
В.А.Костенко // Вестник Алматинского государственного института
усовершенствования врачей (Казахстан). -  2016. -№ 3. -  С.37-41.
Акімов О.Є. Вплив різних карбонових сорбентів на функціонування циклу 
оксиду азоту в слизовій оболонці шлунка щурів за умов поєднаної нітратно- 
фторидної інтоксикації / О.Є. Акімов, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної 
медицини: Вісник Української медичної стоматологічної академії. - 2017. -  Т.17, №2. 
-С . 5-8.
4. Б а зо в а  у с т а н о в а , я к а  п р о в о д и т ь  в п р о ва д ж ен н я : Запорізький
державний медичний університет, кафедра патологічної фізіології
5. Т ерм ін  вп р о ва д ж ен н я : 2017-2018 навчальний рік.
6. Ф о р м а  вп р о ва д ж ен н я : матеріали використовуються в навчальному 
процесі кафедри - лекційному курсі та практичних заняттях з патофізіології (за 
темами "Патофізіологія клітини. Загальні механізми клітинного пошкодження і 
смерті. Некробіоз і апоптоз", “Патофізіологія системи травлення. Недостатність 
травлення”.).
7. З а у в а ж е н н я  і  п р о п о зи ц ії: Не вносилися.
Відповідальний за впровадження:
Завідувач кафедри патологічної фізіології, 
Запорізького державного медичного університету, 




Проректор з науково-педагогічної роботи
АКТ ВПРОВАДЖЕННЯ
1. Найменування пропозиції для впровадження: Механізми дезінтеграції кі­
сткової тканини за умов поєднаного надлишкового надходження нітрату та фториду 
натрію.
2. Установа, автор: очний аспірант Ковальова Ірина Олександрівна, 36011, м. 
Полтава, вул. Шевченка, 23, кафедра патофізіології Української медичної стоматоло­
гічної академії, кафедра патофізіології.
3. Джерело інформації:
Correction of destructive changes in connective tissues of different organs during 
chronic nitrate and fluoride intoxication by nanosized silica oxide / O.Ye. Akimov, I.O. 
Kovalova, V.O. Kostenko // Journal of Education, Health and Sport. -  2019. -  V.9, №5. -  
P. 547-555.
Сукупна дія фториду та нітрату натрію супроводжується високим кістковим 
обміном з підвищеною резорбцією, яка не компенсується реакцією формування кіст­
ки, збільшенням вмісту продуктів деполімеризації колагену, протеогліканів і сіалог- 
лікопротеїнів (вільного оксипроліну, гексуронових кислот та N-ацетилнейрамінової 
кислоти) у стегнових кістках та хребцях, що перевищує такий при поодинокому вве­
денні солей фторної та нітратної кислот.
4. Де і коли впроваджено: Харківський національний медичний університет, 
кафедра патологічної фізіології ім. Д.О. Альперна.
5. Форма впровадження: навчальний процес, у курсі лекцій та практичних 
занять за темою «Патогенна дія факторів зовнішнього середовища».
6. Ефективність впровадження: викладається додаткова інформація, що 
сприяє кращому засвоєнню матеріалу.
7. Термін впровадження: травень-вересень 2019 р.
Відповідальний за впровадження:
Завідувач кафедри патологічної фізіології ім. Д.О. Альперна 
Харківського національного медичного університету.
д.мед.н., професор
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1. Найменування пропозиції для впровадження: Вплив інгібіторів
транскрипційного чинника NF-кВ на метаболічні та біомеханічні порушення кісткової 
тканини за умов поєднаного надлишкового надходження фториду та нітрату натрію
2. Установа, автор: 36011, м. Полтава, вул. Шевченка, 23, кафедра патофізіології 




1. Ковальова І.О. Вплив інгібіторів транскрипційного чинника каппа В на 
метаболічні та структурні порушення кісткової тканини за умов поєднаного надлишкового 
надходження фториду та нітрату натрію / І.О. Ковальова, В.О. Костенко // Актуальні 
проблеми сучасної медицини: Вісн. Української мед. стоматол. академії. -  2019. -  Т.19, №1. 
-С. 65-70.
Інгібітори транскрипційних чинника NF-кВ (амонію піролідиндитіокарбамат та 
водорозчинна форма кверцетину) відновлюють за умов поєднаного введення фториду та 
нітрату натрію механізм авторегуляції рівня NO в стегнових кістках щурів, зменшуючи 
загальну активність NO-синтази та активність її індуцибельної ізоформи при 
реципрокному збільшенні загальної аргіназної активності, та обмежуючи утворення 
пероксинітриту. Це супроводжується зменшенням активності ферментів-маркерів резорбції 
кістки (кислої фосфатази та її кісткової ізоформи) та обмеженням деполімеризації 
колагену, протеогліканів та сіалоглікопротеїнів сполучної (кісткової) тканини стегнових 
кісток і хребців. Амонію піролідиндитіокарбамат збільшує щільність, мінеральну 
насиченість, міцність і пружність стегнових кісток, а також щільність, мінеральну 
насиченість і міцність хребців (зменшується остеометричний індекс Simon), а 
водорозчинна форма кверцетину підвищує щільність і міцність стегнових кісток 
(збільшується розривне навантаження, межа міцності) без істотного впливу на показники 
мінеральної насиченості та пружності.
4. Де і коли впроваджено: Національний фармацевтичний університет, кафедра 
патологічної фізіології.
5. Форма впровадження: навчальний процес, у курсі лекцій та практичних занять за 
темами "Патофізіологія клітини", “Патогенна дія факторів зовнішнього середовища”.
6. Ефективність впровадження: викладається додаткова інформація, що сприяє 
кращому засвоєнню матеріалу.
7. Строки впровадження: березень-травень 2019 р.
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«ЗАТВЕРДЖУЮ»





1. Пропозиція для впровалжеШїяТ Роль редоксчутливих факторів 
транскрипції на метаболічні та біомеханічні порушення кісткової тканини 
за умов поєднаного надлишкового надходження фториду та нітрату натрію.
2. Установа-розробник: Українська медична стоматологічна




Ковальова І.О. Вплив інгібіторів транскрипційного чинника каппа В 
на метаболічні та структурні порушення кісткової тканини за умов 
поєднаного надлишкового надходження фториду та нітрату натрію / І.О. 
Ковальова, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. 
Української мед. стоматол. академії. -  2019. -  Т.19, №1. -  С. 65-70.
Ковальова І.О. Вплив інгібітора транскрипційного чинника АР-1 на 
структурно-метаболічні та біомеханічні зміни кісткової тканини за умов 
поєднаного надлишкового надходження фториду та нітрату натрію / І.О. 
Ковальова, В.О. Костенко // Актуальні проблеми сучасної медицини: Вісн. 
Української мед. стоматол. академії. -  2019. -  Т.19, №2. -  С. 123-128.
4. Базова установа, яка проводить впровадження: Українська 
медична стоматологічна академія, кафедра патофізіології. Обговорено на 
засіданні кафедри (протокол № 12 від 4 лютого 2020 р.1.
5. Термін впровадження: вересень -  грудень 2019 р.
6. Форма впровадження: матеріали використовуються в
навчальному процесі кафедри -  лекційному курсі та практичних заняттях 
за темою “Патофізіологія клітини”, у наукових дослідженнях.
7. Зауваження і пропозиції: Не вносилися.
Відповідальний за впровадження: 
Завідувач кафедри патофізіології 
Української медичної 
стоматологічної академії, 
д.мед.н.,професор Костенко В.О.
